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RESUMO

MACHADO, Ana Paula Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho
de 2016. Novas tecnologias para obtencédo de paes isentos de glluten a
base de farinha de arroz e concentrado proteico de orizenina
Orientadora: Monica Ribeiro Pirozi. Coorientadores: Edimar Aparecida Fontes
Filomeno e Eduardo Basilio de Oliveira.

Pées isentos de gluten sdo uma alternativa para individuos que sofrem com
algum transtorno relacionado ao consumo de gluten, mas que geralmente tém
qualidade inferior aos similares produzidos com farinha de trigo. Estratégias
para desenvolver massas isentas de glaten com melhor qualidade envolvem
uso de farinhas mistas, aditivos e tecnologias de processamento. A
temperatura de mistura (TMP) da massa e o concentrado proteico de
orizenina (CPO) tém potencial para produzir massa com textura adequada e
paes de qualidade sem a presenca de gluten. Os objetivos deste trabalho
foram extrair, caracterizar e avaliar o efeito de CPO, enzima transglutaminase
(ETG) e TMP nas propriedades da massa e dos péaes elaborados. O
concentrado proteico de orizenina obtido pelo protocolo de extracéo
sequencial (CES), embora com bom rendimento de extracdo, obteve menor
teor de proteina total entre os trés protocolos de extracdo e por este motivo
foi excluido da caracterizacdo técnico-funcional. Todas as classes proteicas
da farinha de arroz estdo presentes nos concentrados e a orizenina € a
predominante. A solubilidade dos concentrados € baixa e influenciada pelo pH
do meio. As propriedades espumantes e emulsificantes dos concentrados
foram afetadas pela sonicagéo, protocolo de extracdo e pH do meio ao nivel
de 10 % de significancia. Embora as emulsdes e as espumas sejam muito
instaveis, mostrou possuir em pH 2 e pH 9 menor instabilidade. Os fatores
CPO, TMP e ETG modificaram caracteristicas das massas e dos paes. As
propriedades reoldgicas das massas sdao semelhantes as de outras sem
gluten e ainda assim longe das caracteristicas das massas de farinha de trigo.
A TMP e ETG tiveram influéncia sobre as propriedades térmicas da massa.
Os fatores ETG e CPO influenciaram volume especifico e firmeza de miolo
dos paes. Os modelos de regresséo ajustados explicam pouco da variacao
entre os fatores testados e ndo podem ser usados para fazer predi¢cdoes, mas

os fatores significativos destes modelos indicaram influéncia das respostas
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testadas. TMP acima da temperatura ambiente e a adicdo de CPO e ETG tem
potencial para producdo de massa isenta de gliten que pode ser manipulada
em equipamentos convencionais de panificacdo e pdes de qualidade
semelhante aqueles disponiveis no mercado, mas com um namero menor de
aditivos.
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ABSTRACT

MACHADO, Ana Paula Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
June,2016. New technologies for development of gluten free rice flour

bread and oryzenin concentrate . Advisor: Ménica Ribeiro Pirozi. Co-
advisers: Edimar Aparecida Filomeno Fontes and Eduardo Basilio de Oliveira.

Gluten free breads are an alternative for individuals who experience distress
related to gluten consumption, however it has inferior baking quality than a
similar wheat bread. Development strategies of gluten free dough with
improved baking quality requires the use of composite flour, additives and
processing technologies. Dough mixing temperature (TMP) and oryzenin
concentrate (CPO) have potential to produce adequate dough’s texture and
high quality gluten free bread. The objectives of this study were extract,
characterize and evaluate the effect of CPO, transglutaminase enzyme (ETG)
and TMP on dough and bread properties. Oryzenin concentrate obtained by
sequential extraction protocol (CES) has a good extraction yield. It achieved
the lowest protein content among three extraction protocols, though, and for
this reason, it was excluded of technical and functional characterization. All
protein classes from rice flour were present in protein concentrate and the
oryzenin is prevailing. Concentrates have low solubility and is influenced by
medium pH. Foaming and emulsifying properties of concentrates were
affected by sonication, extraction protocol and medium pH with 10 %
significance level. Even though emulsions and foams were unstable,
presented the lowest instability at pH 2 and pH 9. CPO, TMP and ETG factors
changed the characteristics of the dough and the bread. Dough rheological
properties are similar to different gluten free doughs and even so far from
wheat dough characteristics. The TMP had influence on dough thermic
properties. ETG and CPO factors had influence on specific volume and crumb
firmness. Adjusted regression models explained a small fraction of variation
so they could not be used for predictions, but significant factors influenced
tested responses. Dough mixing temperature above room temperature and the
addition of transglutaminase enzyme and oryzenin concentrate have potential

to develop gluten free dough that can be manipulated in conventional baking
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equipment and good quality bread similar to the ones available in the market,
but with less additives.
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1. INTRODUCAO

O crescimento do mercado de panificacdo sem gluten tem sido
alavancado por dietas especiais destinadas a individuos com sensibilidade ao
gluten, doenca celiaca e alergia ao trigo. O glaten é definido como uma rede
proteica formada por ligacdes dissulfidricas envolvendo proteinas de duas
classes, prolamina e glutelina, presente em cereais como trigo, cevada e
centeio. Tem papel muito importante no volume e estrutura do miolo de paes,
principalmente devido a viscoelasticidade que as massas com glaten
possuem.

Para substituir o gliten a indastria tem utilizado vérias estratégias
que incluem o uso de misturas de farinhas e amidos sem gluten e ingredientes
como proteinas de leite e soja, hidrocoloides, enzimas e emulsificantes. Ainda
assim, as massas ndo sdo coesas, sao de dificil manipulacdo e os paes
apresentam problemas de sabor e textura (miolo seco e quebradico), precos
altos e em alguns casos menor qualidade nutricional.

A farinha de arroz é o principal substituto para farinha de trigo em
produtos de panificacdo sem glaten, mas as diferencas estruturais das
proteinas do arroz, comparada as do trigo interferem na formacao de uma
massa viscoelastica.

As proteinas extraidas do arroz tém propriedades tecnolégicas
inferiores as de outras fontes vegetais, como a soja, embora modificagcdes em
sua estrutura tenham sido alvo de estudos que visam torna-las mais sollveis
em diferentes condi¢des e consequentemente mais funcionais. A glutelina do
arroz, conhecida como orizenina, € a fracdo proteica mais abundante no

endosperma do arroz com potencial para desenvolver massas viscoelasticas.



A enzima transglutaminase de origem microbiana é um aditivo que
tem sido testado em formulac6es com farinha de arroz e enriguecimento com
proteinas de diferentes fontes, como soro de leite, ovo, ervilha e soja, para
melhorar a qualidade global dos pées sem gluten. A sua capacidade de
catalisar reacdes de intercruzamento nas proteinas tem resultado em
aumento de volume especifico e diminuicdo da firmeza de miolo.

A variacdo de temperatura na mistura, explorada em massas de
farinha de milho, modifica propriedades de mistura de massas de farinha de
arroz aproximando-as de massas de farinha de trigo. Contudo, diferentemente
das estratégias citadas acima ainda néao foi explorada em relagéo a qualidade
de pdes sem glaten a base de farinha de arroz.

A orizenina e a temperatura de mistura tem potencial para
producdo de massas de farinha de arroz, com caracteristicas mais préximas
das massas com gluten, com melhor maquinabilidade, coesividade e capazes
de produzir paes com maior volume especifico e miolo mais macio. O objetivo
deste trabalho é utilizar estas tecnologias para obter massas e paes a base

de farinha de arroz e concentrado proteico de orizenina de melhor qualidade.



2. OBJETIVOS
2.1.Objetivo geral
Avaliar diferentes estratégias para formulacdo de paes isentos de

gluten a base de farinha de arroz.

2.2.0bjetivos especificos

e Auvaliar o rendimento em proteina de concentrados proteicos de orizenina
obtidos por diferentes protocolos de extracéo;

e Avaliar propriedades técnico-funcionais do concentrado proteico de
orizenina em sistemas modelo;

e Caracterizar as massas de pao a base de farinha de arroz quanto as
propriedades reoldgicas, de textura e térmicas;

e Avaliar o efeito da temperatura de mistura, concentrado proteico de
orizenina e enzima transglutaminase no volume, firmeza de miolo e

microestrutura de miolo de paes sem gluten a base de farinha de arroz.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1.Gluten

No trigo, centeio e cevada duas classes de proteinas, prolamina e
glutelina, podem formar uma rede complexa e heterogénea quando
misturadas e hidratadas. Esta rede conhecida como gluten é responsavel pela
habilidade Unica da farinha de trigo de fazer pdo de boa qualidade (KENT;
EVERS, 1994; DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2008; PYLER;
GORTON, 2009).

O entrelagcamento é um dos modelos propostos para se entender a
estrutura do gluten, ele sugere que o gluten pode ser descrito como uma rede
polimérica entrelacada. Nesta rede, agregados covalentes se juntam através
de nos fisicos resultando em extensa polimerizacdo (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2008; MACRITCHIE, 2010). Nas etapas iniciais de mistura, a
proteina do gluten existe como um aglomerado discreto com granulos de
amidos dispersos. A medida que a mistura prossegue, a distribuicdo de
granulos de amido se mantem constante, mas os aglomerados de proteinas
se tornam mais coerentes e estendidos, formando uma rede continua. Essa
rede € que permite a massa suas propriedades viscoelasticas, o amido exerce
uma influéncia agindo como um enchimento. O trigo é Unico entre 0s cereais,
porque a viscoelasticidade de sua massa permite a formacéo de bolhas de ar
estaveis que sao essenciais para expansao da massa (MACRITCHIE, 2016).

A prolamina e glutenina recebem nomes diferentes dependendo do
cereal. No trigo, as prolaminas séo as gliadinas e as glutelinas sdo conhecidas
como gluteninas (WIESER, 2008). As gliadinas sdo subdivididas em a-

gliadinas, B-gliadinas, y-gliadinas e w-gliadinas, e sua massa molar varia entre



30 kDa e 125 kDa. As ligacfes dissulfidricas dessa fracdo sao basicamente
intramoleculares e apesar de nao formarem ligacées covalentes umas com as
outras e nem com outros polipeptidios se associam fortemente com as
gluteninas. Em massas de pao sdo responsaveis pela extensibilidade
(PYLER, 1988; MACRITCHIE e LAFIANDRA, 1997; ATWELL, 2001).

As gluteninas séo divididas em alta e baixa massa molar (LMW),
sendo que as gluteninas de baixa massa molar diferem das gliadinas pela sua
composicdo de aminoacidos e solubilidade. A alta massa molar (80 kDa - 120
kDa) fornece residuos de cisteina suficientes para permitir a formacao de
redes de glutenina ligadas por ligacdes dissulfidricas através de interacdes
com outros polipeptidios e entre gluteninas, aumentando assim a forca,
estabilidade e extensibilidade (Figura 1) (GUERRIERI, 2004; PYLER;

GORTON, 2009).

Figura 1 - Cadeias longas de glutenina com ligacdes dissulfidricas (SS)
intermoleculares e ligacfes ndo covalentes de hidrogénio e interacdes de hidrogénio.

Fonte: Adaptado de LETANG; PIAU; VERDIER (1999).

A extensibilidade que permite a massa inflar e elasticidade
suficiente para resistir ao colapso, sdo caracteristicas importantes que

permitem a estabilidade das bolhas de ar e expansédo da massa.



Para formacao de bolhas de ar € necessaria a presenca de uma
fase liquida na massa. Essa fase liquida engloba cerca de 20 % da massa.
Em uma massa desenvolvida, ha um filme delgado ou lamela que envolve as
bolhas de gas permitindo os componentes da superficie ativa da farinha
(maioria proteinas e lipideos) adsorver na interface gas/liquido e estabiliza-la
(MACRITCHIE, 1976).

A composicdo aminoacidica do glaten de trigo € Unica e mais de
40 % dos residuos sao de glutamina e prolina (ATWELL, 2001). A baixa
solubilidade em agua é atribuida ao seu baixo conteudo de residuos de lisina,
arginina, acido glutamico e aspartico, que juntos somam menos de 10% do
total. Cerca de 30 % sao hidrofobicos e contribuem com a habilidade do glaten
de formar agregados proteicos por meio de interacdes hidrofobicas e para
ligar lipideos e outras substancias nao polares. A ligacdo com agua é
promovida pela glutamina e hidroxilas. Além disso, com as ligacGes de
hidrogénio entre residuos de glutamina e hidroxila a coesividade é favorecida.
Cisteina e residuos de cistina sdo aproximadamente 2-3 mol % do total dos
aminoécidos do gluten (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2008).

Os péaes que nao contém glaten, sendo este o responsavel pela
maioria das caracteristicas de qualidade, sofrem alguns prejuizos que devem
ser compensados com processos e ingredientes que imitem a estrutura
formada pelas proteinas. O gluten pode ser utilizado como ingrediente e ha
interesse comercial principalmente no gluten do trigo devido as suas
caracteristicas funcionais. O glaten vital, como € chamado, € usado para
fortificar farinhas que séo improprias para panificacdo e na producéo de paes

integrais (GUERRIERI, 2004).



3.2.Doenga celiaca e outros transtornos relacionados ao gluten
O consumo de alimentos que contém gluten e farinha de trigo pode
gerar um amplo espectro de transtornos como a doenca celiaca (DC) e alergia
ao trigo (Figura 2).

Transtornos
relacionados ao
glaten

Patogénese

N&o é imune ou

Alérgica e
alérgica

.

Doenga Ataxia do Dermatite
celiaca gliten herpetiforme

Figura 2 - Classificacdo dos transtornos relacionados ao gluten. AIE: anafilaxia

Alergia 20 Sensibilidade
trigo

Alergia Alergia Urticaria
respiratéria alimentar de contato

induzida por exercicio fisico. Adaptado de FASANO et al. (2015).

A DC é uma enteropatia cronica e autoimune em individuos
geneticamente predispostos que afeta o intestino, mas o efeito pode se
estender para o sistema nervoso central, cérebro, figado, pancreas, tireoide,
0Ss0s, pele e sistema reprodutor. A doenca é desencadeada pela ingestédo de
alimentos que contém glaten e embora 0s sintomas sejam conhecidos ha mais
de um século, apenas nos anos 40 que o pediatra holandés Dicke estabeleceu
essa conexao entre o consumo de gluten e a doenga (LUDVIGSSON et al.,
2013).

A disponibilidade e divulgacdo de marcadores soroldgicos

sensiveis e especificos tem resultado no aumento da prevaléncia de DC, mas



diminuiram os erros de diagnostico e atualmente a incidéncia € de 3 a 13
casos por 1000 individuos (GUANDALINI; ASSIRI, 2014; LEBWOHL;
LUDVIGSSON; GREEN, 2015).

A patogénese da DC envolve uma complexa interacdo entre
ambiente, fatores imunoldgicos e genética. A maioria dos pacientes tem um
gene heterodimero HLA-DQ?2 codificado pelos alelos DQA1*05 e DQB1*02,
cerca de 5 - 10 % dos pacientes tem um heterodimero HLA-DQ8 codificado
pelos alelos DQA1*03, DQB1*0302, HLA-DQA1*05 ou HLA-DQB1*02. A
contribuicdo desses genes heterodimeros é de 40 % para o risco de
desenvolver DC. Os individuos que ndo desenvolvem a doenca, mas
possuem estes genes tem a chamada DC potencial (SAPONE et al., 2012;
BAI et al., 2013; LUDVIGSSON et al., 2013; GUANDALINI; ASSIRI, 2014;
LEBWOHL; LUDVIGSSON; GREEN, 2015). Estes genes sdo expressos na
superficie de antigenos presentes nas células do intestino e sado responsaveis
por uma resposta imune especifica a gliadina. As células T com resposta
especifica para gliadina sao estimuladas pelo epitopo em amarelo (Figura 3),
ele é resistente a degradacdo enzimatica gastrica, pancreatica e peptidases

(SAPONE et al., 2012; GUANDALINI; ASSIRI, 2014).
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Figura 3 — Mapa dos motivos da a-gliadina. Em amarelo, o epitopo responséavel pela
resposta imunoldgica. Em vermelho, regido com atividade apoptética. Em azul, regido
com atividade de permeabilizacdo do intestino. Em verde, a regido que regula a
liberacdo do mediador de resposta imune. Adaptado de SAPONE et al. (2012).

Apds um teste soroldgico positivo para os antigenos relacionadas
a DC, para confirmar um diagnostico € necesséaria uma biépsia do duodeno
enguanto o paciente esta em uma dieta contendo gluten. As vilosidades de
um individuo com DC sao atrofiadas (Figura 4) e mesmo sem sintomas
clinicos classicos (diarreia, anemia, dor abdominal e perda de peso) o

diagnoéstico pode ser confirmado, sendo conhecida como DC silenciosa

(MARTIN, 2010).



Figura 4 - Imagem do tecido duodenal mostrando o perfil tipico de uma mucosa

lesionada do doente celiaco. Perda das vilosidades e hiperplasia das criptas. Adaptado

de MURRAY (1999).

O Unico tratamento adequado para DC é uma dieta restrita livre de
gliten para o resto da vida. Nao existem medicamentos que permitam um
celiaco ingerir gluten de forma segura. A remogéo completa do gluten da dieta
resulta em remissao da maioria dos pacientes, mas isso pode levar anos. O
monitoramento deve ser constante, pois tragos do gluten podem induzir danos
a mucosa do intestino (SAPONE et al., 2012; BAI et al., 2013).

A ataxia do glaten e a dermatite herpetiforme também sao
respostas autoimunes ao consumo de gliten. A ataxia do gliten é uma
manifestagcdo neurologica atribuida a DC e é caracterizada pela ataxia
esporadica sem causa conhecida em associa¢do com IgG e/ou IgA positivos
com ou sem enteropatia na biépsia do duodeno (LUDVIGSSON et al., 2013).

A dermatite herpetiforme é uma manifestacéo cutanea mediada por

reacdo imune no intestino delgado. Caracterizada pela presenca de IgA em
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depdsitos na pele e também responde a uma dieta sem gluten. A prevaléncia
nos Estados Unidos e Europa € perto de 11:100 000 individuos. A maioria dos
pacientes com dermatite herpetiforme possui DC, mas a dermatite raramente
€ encontrada em paciente com DC (LUDVIGSSON et al., 2013; RAMPERTAB;
MULLIN, 2014).

Existem outras desordens relacionadas ao consumo de glaten e
trigo cujo o mecanismo ndo € o mesmo da DC. Essas desordens sao
conhecidas como alergia ao trigo (MARTIN, 2010; SAPONE et al., 2012; BAI
et al., 2013; RAMPERTAB; MULLIN, 2014).

A alergia ao trigo € definida como uma reacao imunologica adversa
as proteinas do trigo. Dependendo da exposicdo ao alérgeno e dos
mecanismos imunoldgicos, a alergia ao trigo € uma alergia alimentar classica
que afeta a pele, trato gastrointestinal ou trato respiratorio. a imunoglobulina
E (IgE) tem um papel central na patogénese dessa doenca (SAPONE et al.,
2012; RAMPERTAB; MULLIN, 2014).

Na alergia ao trigo, os anticorpos IgE sofrem ligacBes cruzadas por
sequéncias em peptideos do glaten, e proteinas que ndo sao do gluten
induzem a liberacdo de mediadores imunes como histaminas (FASANO et al.,
2015). Pacientes com alergia ao trigo descrevem sintomas na pele, sistema
respiratério e gastrointestinal (urticaria de contato, asma do padeiro e AIE),
gue ocorrem minutos ou horas apos ingestéo do trigo. Em diferentes estudos,
a prevaléncia da alergia ao trigo varia entre 0,5 % a 9 % da populacédo e
depende da faixa etaria (SAPONE et al., 2012; RAMPERTAB; MULLIN, 2014).

A sensibilidade nédo celiaca ao gluten ndo tem origem alérgica ou

autoimune, mas os individuos apresentam os sintomas classicos da DC. A
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sensibilidade ao glaten foi reportada por até 6 % da populacdo, mas o
diagnéstico é mais susceptivel a erros pois € baseado na ocorréncia de
sintomas gastrointestinais com a ingestao de glaten e sorologia negativa para
DC, ou seja, € um controverso diagnostico de exclusdo (SAPONE et al., 2012;
RAMPERTAB; MULLIN, 2014). Nestes casos 0 Unico tratamento disponivel

também é uma dieta sem glaten.

3.3. Tecnologia de producédo de paes sem glaten

As pesquisas a respeito de pdes sem gluten se tornaram mais
prolificas a partir dos anos 2000, embora a doenca celiaca tenha sido descrita
pela primeira vez ha mais de 100 anos e a industria europeia especializada
em alimentos para dietas especiais comecou a desenvolver na década 80
formulacdes visando celiacos.

Combinar aditivos, submeter farinha a diferentes tratamentos,
alterar processo de mistura, assamento e uso de massa azeda sao as
estratégias mais estudadas para produzir pdes de melhor qualidade sensorial
global. As formulacdes e os tipos de paes divergem bastante, principalmente
guanto a farinha ou mistura de farinhas utilizadas, e poucos estudos séo feitos
apenas com uma fonte de farinha ou amido, dificultando comparacao de
resultados (MASURE; FIERENS; DELCOUR, 2015).

Na Tabela 1 estdo resumidos alguns artigos internacionais

publicados no ultimo ano sobre a producado de pdes sem gluten.
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Tabela 1- Pesquisas que abordam qualidade de formulagbes

de pées sem gluten em 2016

Aditivo/tecnologia

Analises

Principais Resultados

Referéncia

Farinha de castanha

Proteina hidrolisada de
mexilhao de labios
verdes

Alta pressao

Ovoalbumina e leite de
soja

Quinoa e trigo sarraceno

Andlises fisico-quimicas
(composicdo centesimal, cor,
textura, textura e estrutura do
miolo) e nutricionais (capacidade
antioxidante, digestdo in vitro)
durante o armazenamento.

Paes: textura, cor, volume,
analise sensorial (ADQ).

Propriedades  reolégicas da
massa, propriedades de mistura e
de fermentacao, volume
especifico, atividade de agua na
crosta, perda de massa,
porosidade e textura do miolo.
Volume da massa, volume
especifico dos paes e firmeza da
crosta.

Propriedades reoldgicas, perda
de massa, volume especifico,
atividade de &agua, textura de
miolo, microscopia eletrénica de
varredura dos paes, cor e analise
sensorial.

Aumento da velocidade de envelhecimento e
diminuicdo do volume dos paes. Aumento do
teor de fibras soluveis e insolaveis a partir da
adicdo de 20 g/ 100 g de farinha de castanha.

Aumento da qualidade em termos de volume
dos pées, textura e aparéncia do miolo. Os paes
apresentaram sabor de mexilh&o.

Farinha de arroz tratada com alta pressao
diminuiu o envelhecimento dos paes.

Adicdo de mais de 1,25 % de ovoalbumina a
farinha de arroz preveniu o colapso da massa e
mais de 2,5 % aumentou o volume especifico.
Comportamento pseudoplastico das massas. A
guantidade de farinha de quinoa nao
representou diferenca na perda de massa, no
volume especifico e teor de proteina, 25 % de
farinha de quinoa obteve o0s melhores
resultados na andlise sensorial e textura mais
macia.

(PACIULLI et al., 2016)

(VIJAYKRISHNARAJ;
ROOPA,;
PRABHASANKAR,
2016)

(CAPPA et al., 2016)

(NOZAWA: ITO; ARAI,
2016)

(TURKUT et al., 2016)
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Farinhas de cereais e outras fontes sem glaten requerem o uso de
ingredientes que desempenhem funcdes similares as que o gluten teria na
massa e nos paes. A tecnologia de producéo pode ainda considerar alteracao
do processo tradicional de panificacdo com o objetivo de melhorar a qualidade
dos paes.

Uma alternativa € o uso de pseudocereais que apesar de
semelhantes aos cereais sao plantas dicotiledéneas que possuem alto teor
proteico e perfil lipidico com gorduras insaturadas. Os mais consumidos para
alimentacdo humana sdo o trigo sarraceno, a quinoa e 0 amaranto
(ALVAREZ-JUBETE et al., 2009; HOUBEN; HOCHSTOTTER; BECKER,
2012; PELLEGRINI; AGOSTONI, 2015).

O trigo sarraceno é originario da Asia Central e atingiu relevancia
justamente devido a demanda por produtos sem gluten. O teor de amido é
cerca de 70 % dos carboidratos totais e a razdo amilose e amilopectina € 1:1,
visivelmente diferente dos cereais em que o teor de amilose é menor que o
de amilopectina (SCHOENLECHNER; SIEBENHANDL; BERGHO, 2008).

As proteinas do trigo sarraceno sdo de alto valor biologico e a
maioria séo globulinas, representadas principalmente por uma fracao proteica
parecida com a legumina 13S. Aquelas que sao semelhantes a vicilina 8S sao
a menor fragdo e juntas correspondem a 70 % da proteina total da semente.
As globulinas parecem ser capazes, no trigo sarraceno, de formar algumas
ligacdes ndo-covalentes (hidrogénio e hidrofobicas), embora possam emular
o efeito da estrutura do gluten séo relativamente fracas devido a impedimento
estérico (POMERANZ, 1991; PRUSKA-KEDZIOR et al., 2008;

SCHOENLECHNER; SIEBENHANDL; BERGHO, 2008).
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A substituicdo da farinha de trigo por farinha de trigo sarraceno
mostrou ser eficiente em produzir macarrdo com menor perda de firmeza e
menor perda de solidos durante cozimento (SCHOENLECHNER et al.,
2010a). Em paes sem gluten, mistura de farinha de arroz e trigo sarraceno
pode dispensar a adicdo de hidrocoléides para estruturacdo da massa
(TORBICA; HADNABEV; DAPCEVIC, 2010).

A quinoa e o amaranto sao culturas da América Latina. O amaranto
tem como principal componente o amido que esta localizado no perisperma.
O teor de amilose, entre 0,1 e 11 %, € muito menor que em cereais
(SCHOENLECHNER; SIEBENHANDL; BERGHO, 2008). Isto se reflete a
estabilidade em ciclos de congelamento e descongelamento, uma maior
temperatura de gelatinizacéo e viscosidade e maior capacidade de se ligar a
agua. Suas proteinas estdo localizadas no gérmen e na casca, as prolaminas
sdo a maior fracdo em quantidade e a composi¢do aminoacidica inclui muitos
aminoacidos essenciais como metionina, lisina, arginina, triptofano e
aminoacidos com enxofre. Em pées sem gluten é utilizado como aditivo,
aumentando a qualidade nutricional e o teor de proteinas
(SCHOENLECHNER; SIEBENHANDL; BERGHO, 2008; ALVAREZ-JUBETE
et al., 2009; ROZYLO et al., 2015). Em 1987, pesquisadores na Inglaterra
reportaram pela primeira vez o uso do amaranto como promessa para produzir
paes sem gluten de boa qualidade nutricional e com sabor agradavel
(“Science Report: Wild weed may help millions of children”, 1987).

A quinoa tem como principal componente o amido, mas o teor é
menor que nos cereais. Localizado no perisperma, embora pequenas

quantidades estdo presentes na casca e embrido. A temperatura de
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gelatinizacéo e viscosidade de pasta sdo maiores que nos cereais. A maioria
das proteinas sdo globulinas e albuminas. As saponinas sao um
inconveniente, mas podem ser removidas depois de lavagem e
descascamento (SCHOENLECHNER; SIEBENHANDL; BERGHO, 2008).

Massa de pdo com farinha de quinoa € capaz de reter grande
guantidade de gas por meio de mecanismo ainda desconhecido e pode
resultar em uma estrutura de miolo homogénea. A principal hipétese € que os
lipideos polares ou peptideos estabilizam as bolhas de ar devido a atividade
de superficie ou que as propriedades viscoelasticas sdo otimizadas e
contribuem na inclusdo e estabilizacdo de bolhas na massa (ELGETI et al.,
2014).

Proteinas de diferentes origens podem ser adicionadas durante a
preparacdo de massas sem gluten para incremento de qualidade. As
proteinas utilizadas podem ser de origem animal (leite e ovo), de origem
vegetal (soja), enzimas de origem microbiana e vegetal (GALLAGHER, 2009).

Proteinas do leite tem alto valor nutricional e sdo usadas
geralmente por causa da sua estrutura quimica semelhante a uma das
proteinas do glaten. Dependendo do tipo de proteina, mudancas especificas
nos produtos podem ser alcancadas. Além dos beneficios funcionais, como
aumento da capacidade de retencdo de agua que resulta no aumento do
volume e melhor textura, sabor, cor da crosta e vida de prateleira
(GALLAGHER; GORMLEY; ARENDT, 2003; STORCK et al., 2013), a adicéo
das proteinas do leite e de aminoacidos essenciais como lisina, metionina e

triptofano aumentam a qualidade nutricional dos produtos de panificacdo sem
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gluten (MCCLEMENTS, 1999; GALLAGHER; GORMLEY; ARENDT, 2003;
HOUBEN; HOCHSTOTTER; BECKER, 2012).

Apesar desses beneficios, existem algumas desvantagens e
restricGes no uso de proteinas do leite. Pessoas com inflamacao no intestino
devido a doenca celiaca, de modo geral, ndo podem metabolizar a lactose
uma vez que a enzima lactase, que normalmente € localizada na mucosa do
intestino, é praticamente ausente devido a atrofia das vilosidades. Além disso,
as proteinas do leite podem ser ativadoras de reac6es alérgicas (ZANNINI et
al., 2012).

As proteinas do surimi, soja e ovo também podem ser usadas em
produtos de panificacdo sem glaten. O surimi € capaz de melhorar a cor da
crosta, diminuir a dureza do miolo e aumentar o volume dos pées. Embora
tenha efeitos positivos, o consumidor pode ndo aceitar o sabor de peixe das
proteinas nos pdes (GALLAGHER, 2009; HOUBEN; HOCHSTOTTER;
BECKER, 2012). As proteinas de ovo devido a sua atividade interfacial sao
consideradas para panificacdo como agente de espuma e como estabilizante
da estrutura do miolo (MOORE et al., 2006; CROCKETT; IE; VODOVOTZ,
2011).

Proteinas de leguminosas demonstram forte capacidade de
formacao de gel e podem ser usadas na producdo de emulsdes e espumas.
As proteinas de soja sao divididas em dois grupos heterogéneos, globulina
(90%) e albumina (10%). Os componentes poliméricos principais das fracdes
de globulina, conhecidas como 7S e 11S, sdo formadas por 3 ou 6
subunidades, as quais sao glicosiladas ou tem uma ligacdo dissulfidrica

semelhantes a orizenina (KATSUBE et al.,, 1999). A funcionalidade e
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estabilidade das proteinas da soja tem sido investigadas como melhoradores
da textura do miolo (SHIN; GANG; SONG, 2010; CROCKETT; IE;
VODOVOTZ, 2011; ZANNINI et al., 2012).

A zeina, proteina da classe das prolaminas do milho, também foi
apontada como apropriada para a elaboracéo de produtos de panificacdo sem
gliten. A zeina combinada com amido e agua pode formar uma massa
viscoelastica que semelhante as massas com gluten, desde que misturadas
com temperaturas acima da temperatura ambiente (LAWTON, 1992).

As enzimas, de natureza proteica, também sdo adicionadas para
melhorar as propriedades das massas e dos paes sem glaten. Dependendo
da atividade enzimatica, capacidade de retencdo de agua, vida de prateleira,
retrogradacdo e maciez do miolo podem ser influenciadas positivamente.
Algumas destas enzimas que sdo usadas em produtos de panificacdo séo
amilases, ciclodextrina glicotransferases e transglutaminase. Glicose oxidase
(GO), lacase e proteases também séo encontradas em formula¢des. Algumas
dessas enzimas sdo essenciais para que os paes alcancem alta qualidade
(HOUBEN; HOCHSTOTTER; BECKER, 2012).

Proteases induzem a liberacdo de proteinas de baixa massa molar
dos complexos proteicos macromoleculares, o que resulta na diminuicéo da
viscosidade de pasta e aumento na estabilidade de pasta. As massas
demonstram menor resisténcia a deformacdo durante a fermentacdo e nas
etapas anteriores ao assamento preservando a elasticidade (ZANNINI et al.,
2012). A protease comercial de Bacillus stearothermophilus (termoase)
adicionada em péaes de farinha de arroz melhoram a aparéncia do miolo, a

enzima hidrolisa albuminas e globulinas, levando a muitas estruturas celulares
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no miolo, textura macia e baixa taxa de envelhecimento. (KAWAMURA-
KONISHI et al., 2013)

Os hidrocoloides, como o amido, tem a funcéo de se ligar a agua e
formar uma massa com estrutura permeavel a gases de fermentacdo e com
caracteristicas viscoelasticas. O tipo e a origem dos hidrocoléides utilizados
dependem do resultado esperado e diversos estudos comprovam que 0O
aumento da capacidade de absorcdo de agua leva a uma melhoria na
qualidade sensorial dos pades (PONGJARUVAT et al., 2014).

A massa azeda é uma mistura de farinha, agua, bactérias lacticas
e leveduras. O uso de massa azeda € pratica comum em massas com farinha
de trigo com o objetivo de desenvolver aromas, melhorar textura, aumentar
vida de prateleira e qualidade nutricional. A técnica tem sido testada em pées
sem glaten com resultados positivos para a textura do miolo e volume
(ZANNINI et al., 2012; WOLTER et al., 2014).

Além de mudar a formulacdo, pesquisas tém sido direcionadas
para modificacdo do preparo da massa como é proposto neste trabalho com
0 uso de diferentes temperaturas na etapa de mistura. O trabalho de
caracterizacdo do concentrado proteico de orizenina foi desenvolvido com o
propasito de aplica-lo em formulages de paes sem gluten.

Partindo-se de uma teoria baseada no comportamento da zeina
(LAWTON, 1992), analises das propriedades viscoelasticas indicaram que
sob temperatura de 50 T o concentrado proteico de orizenina exibe
comportamento viscoelastico préximo ao da farinha de trigo a 28 C, a
temperatura adequada a viscoelasticidade das proteinas do glaten do trigo

(MACHADO, 2012).
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As propriedades de mistura de massa de farinha de arroz, em
temperaturas entre 28 T e 50 T sofreram mudancas nas propriedades de
mistura ligadas diretamente a panificacdo (MACHADO, 2012). Conduzindo o
trabalho atual ao estudo da adicdo de concentrado proteico de orizenina na
formulacdo de paes sem glaten a base de farinha de arroz e aumento da
temperatura durante a mistura, podendo melhorar caracteristicas de
qualidade dos paes sem glaten.

A acdo da enzima transglutaminase em pées, ja conhecida e
eficiente em melhorar caracteristicas como volume especifico e firmeza de
miolo, permitindo no contexto deste trabalho avaliar se a relacdo entre
concentrado proteico de orizenina, farinha de arroz e temperatura de mistura
resultariam em mudancas positivas na qualidade dos paes elaborados.

O futuro € promissor e os resultados sdo positivos, mas ainda
existem lacunas a serem preenchidas. A compreensdo das mudancas que
ocorrem nas massas e nos paes, nos aditivos e como interagem com 0S outros
ingredientes € limitada sendo, portanto, necesséario caracteriza-los. Deve
haver preocupacdo maior quanto a maquinabilidade das massas,
disponibilidade das matérias-primas e aditivos e principalmente o custo de

producao destes paes.

3.4.Farinha e proteinas do arroz
O cultivo de arroz é uma das atividades econdmicas mais
importantes do mundo, sendo responsavel pela ocupa¢do da maior parte da
area agricola destinada a producdo de alimentos (MCLEAN; HARDY;

HETTEL, 2013). A principal forma de consumo é pelo cozimento do gréao

polido, mas o arroz possui diversos outros usos industriais, incluindo a
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producdo de farinha e a extracdo de proteinas e amido para aplicacdo em
alimentos e cosméticos (HAMADA et al., 1998; FABIAN; JU, 2011; YADAV;
YADAV; CHAUDHARY, 2011; STORCK et al., 2013; USTUNOL, 2014).

O gréo de arroz contém em média 7 % de proteinas e, como o trigo,
o clima e adubacdo podem ser responsaveis por uma grande variagdo no
conteudo, principalmente de orizenina (LUH, 2001; MARTIN; FITZGERALD,
2002). A composicdo quimica do grdo muda apos o beneficiamento. A
remocao da casca, pericarpo e gérmen resulta em perda de certas proteinas,
fibras, lipideos, vitaminas e minerais (ROSELL e MARCO, 2008).

Apesar de seu baixo conteudo proteico, comparado a outros graos,
o arroz € uma importante fonte de proteinas, devido a grande quantidade
consumida no mundo. A gquantidade de proteina de arroz disponivel é
consideravel e tem sido reconhecida como hipoalergénica e nutritiva,
justificando seu uso em alimentos (SHIH, 2003).

A farinha de arroz €, na maioria das vezes, obtida de grdos
guebrados. Seu constituinte mais abundante, por volta de 80 %, é o amido,
cuja composicdo em amilose e amilopectina determinam algumas de suas
propriedades fisicas e consequentemente, a funcionalidade da farinha (BAO;
BERGMAN, 2004). O tamanho das particulas e sua distribuicdo também
afetam a funcionalidade da farinha de arroz. Particulas excessivamente
grossas absorvem menos agua, diminuindo o volume especifico dos pées e
alterando a viscosidade do amido (KADAN; BRYANT; MILLER, 2008).

As proteinas de arroz podem ser extraidas do endosperma
amilaceo e do farelo, o qual € constituido por camadas do pericarpo, gérmen

e camada de aleurona. As classes proteicas presentes no farelo sdo as
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mesmas do endosperma, mas as quantidades relativas de cada uma variam

(Tabela 2).

Tabela 2- Frac@es proteicas (g/ 100 g de proteina) em endosperma e farelo de arroz.

Endosperma Farelo
Albumina 6 43
Globulina 6 12
Prolamina 7 3
Glutelina 79 40

Fonte: CAO et al., 2009.

O farelo tem maior teor proteico (10 - 15 %), com maior contetudo
de lisina (3 - 4 %), do que o endosperma (6 - 8%) do arroz e outros cereais
(Tabela 3) (ROMERO, 2014).

A glutelina do arroz, conhecida como orizenina, é a proteina mais
importante do endosperma. Esta fracdo possui grande massa molar e é
solivel em solugdes alcalinas ou acidas diluidas. Em sua forma nativa, a
orizenina, é constituida por varios polipeptidios ligados por ligac6es dissulfeto.
Suas trés maiores subunidades possuem 35, 28 e 16 kDa e juntamente com
a glicinina da soja é membro da familia das globulinas 11S com base nas
similaridades das sequéncias primarias e sintese dos polipeptidios basicos
(KATSUBE et al., 1999). Os aminoacidos mais abundantes da orizenina séo
glutamina, asparagina, arginina, glicina e alanina. Os grupos amida das
cadeias laterais da glutamina e asparagina promovem a agregacao da

orizenina (SHIH, 2003).
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Tabela 3 - Composi¢do aminoacidica das proteinas extraidas do endosperma e do
farelo de arroz.

Aminoacido Farelo de arroz (9g/ 16 g N) Endosperma (g/ 16 g N)

Arginina 7,55 7,93

Acido glutamico 13,22 18,54

Glicina 6,24 4,34

Isoleucina 4,05 411

Lisina 4,64 3,44

Fenilalanina 453 5,09

Serina 4,72 5,01

Triptofano 0,77 1,11

Fonte: Adaptado de *CAGAMPANG et al., 1966;JULIANO; INSTITUTE, 2003.
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As proteinas monomeéricas e poliméricas do arroz interagem entre
si, como ocorre no gluten, mas sao proteinas menores em relacdo as do trigo
e em consequéncia a massa de farinha de arroz tem uma caracteristica
viscoelastica muito menor que a massa de farinha de trigo (OSZVALD et al.,
2008).

As albuminas e globulinas sédo soluveis em agua e solugéo salina,
respectivamente. As albuminas podem ser separadas em trés ou quatro
fracbes com massas molares variando de 10 a 200 kDa. As globulinas
também podem ser divididas em quatro fracdes com massas molares
variando de 16 a 130 kDa, e sdo muito heterogéneas (HETTIARACHCHY,
2012).

As prolaminas, proteinas de baixa massa molar, podem ser
extraidas com etanol 70 % ou propanol 50 %. S&o a maior fracdo proteica de
armazenamento dos cereais, exceto na aveia e no arroz. Estudos de
eletroforese das proteinas do arroz revelaram que trés diferentes prolaminas
ocorrem nos corpos proteicos da estrutura lamelar. Eles tém massa molar de
10, 13-15, e 16 kDa (PARAMAN et al., 2006; HETTIARACHCHY et al., 2012;
ROMERO, 2014). As proteinas de arroz configuram um total de seis bandas
e a massa molar varia entre 7 kDa e 97 kDa. A banda observada em 33 kDa,

a mais densa, € a orizenina (Figura 5).
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Figura 5- Perfil de massa molar das proteinas de arroz determinadas por eletroforese
SDS-PAGE. Da esquerda para a direita: 1, padrao (7 a 200 kDa); 2, proteinas d e arroz
obti das por extragdo alcalina; 3, proteina de arroz obtida por extracéo salina; 4, proteina

de arroz obtida por extracdo enzimética do amido ( a- amilase termoestavel) ; 5, proteina
de arroz obtida por extracéo enzimética do amido ( a- amilase). Fonte:PARAMAN et al.,

2006.

7

A orizenina € valiosa devido sua qualidade nutricional (rica no
aminoacido essencial lisina), de modo que uma extracdo eficiente é
necessaria para torna-la competitiva no mercado de ingredientes. Varios
protocolos ja foram desenvolvidos para extracdo destas proteinas tanto do
endosperma quanto do farelo de arroz (JU; HETTIARACHCHY; RATH, 2001;
OSZVALD et al., 2008; USTUNOL, 2014).

O protocolo mais popular para extracéo é o uso de solugdo alcalina
diluida seguida de precipitacdo no pH isoelétrico da proteina em temperatura
ambiente apds ou ndo remocao sequencial das fragfes de albumina, globulina

e prolamina.
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Enzimas amiloliticas, assim como a sonicacdo, podem ser
utilizadas com intuito de facilitar a liberacdo das proteinas e aumentar o
rendimento de extracao (SHIH, 2003). A sonicacdo rompe a matriz proteina e
amido e as células que contém as proteinas, devido ao efeito de cavitagcdo em
meio aquoso (WANG; WANG, 2004). Esta técnica também causa diminuicédo
na porcentagem relativa de fracdes de grandes peptideos (JIN; WANG; BIAN,
2011).

Técnicas menos agressivas de extracdo e de modificacdo da
estrutura de proteinas tém sido testadas com sucesso para melhor aplicacédo
industrial (KHAN et al., 2011; XIA et al., 2012a, 2012b; 1ZZAH et al., 2015;
WANG et al., 2015a). As propriedades funcionais ainda ndo séo as ideais para
aplicacdo em alimentos, mas elas tém sido usadas em varios produtos
alimenticios, principalmente como suplementacdo proteica em dietas
especiais, como as de bebés e idosos (STORCK et al., 2013). Na Tabela 4
estdo compiladas algumas pesquisas com proteinas do arroz extraidas do

farelo ou endosperma.
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Tabela 4 - Estudos com proteinas de farinha de arroz, seus objetivos, analises, resultados gerais e conclusdes impactant

es.

Continua
Referéncia Objetivo central Andalises Resultado global Concluséo
impactante
(HOU; ZHU; Caracterizacéo Grau de hidrélise e composicdo Maior teor de proteina recuperado com A  extragdo  com
LI, 2010) das propriedades do concentrado  proteico, extracao feita com papaina. Mesmo grau enzimas resultou em
funcionais de capacidade de retencdo de de hidrolise e teor de lisina. Retencdo de concentrados
proteinas de arroz agua, propriedades &gua, capacidade emulsificante e proteicos com
extraidas com emulsificantes e propriedades estabilidade de espuma foram maiores propriedades
proteases. espumantes do concentrado. para tratamento com protease alcalina. funcionais e potencial
Aplicacdo em linguica. para uso na induastria
de alimentos.
(KHAN et al.,, Analisar o Composicéo centesimal, Maior teor de proteina foi das amostras A exposi¢ao do farelo
2011) potencial de uso densidade, capacidade de nao estabilizado e estabilizado por de arroz a
na industria de absorcdo de agua e Oleo e microondas. Calor guente e tratamentos de
alimentos de hidrofobicidade da superficie. parboilizacdo com maior forca de ligacdo estabilizacdo modifica
isolados proteicos Propriedades emulsificantes e ao 6leo e o ndo estabilizado a agua. as propriedades
extraidos de espumantes, indice de Maior hidrofobicidade de superficie e funcionais dos
farelos de arroz solubilidade de nitrogénio e capacidade emulsificante do estabilizado isolados proteicos
estabilizados por concentracdo  minima de por parboilizacdo, mas com menor produzindo melhores
micro-ondas, calor gelificacéo. solubilidade e estabilidade de espuma. A emulsbes e géis com
umido e concentracdo minima de gelificacdo menor concentracdo
parboilizacao. deste tratamento foi de 14%. de proteina.
(LIU et al., Investigar os Grau de deamidacéo, potencial O potencial zeta da amostra deamidada A glutaminase pode
2011) efeitos do uso da zeta, distribuicdo de tamanho aumentou. Houveram mudancas na modificar glutelina de

enzima

glutaminase  na
deamidacdo da
glutelina do arroz.

de moléculas (SE-HPLC),
Infravermelho com
transformada de Fourier e
medidas de solubilidade.

conformacao das moléculas. Em pH 5 e
7 a solubilidade subindo de 9 para 76 %
na amostra com 52% de grau de
deamidacéo.

arroz e torna-la mais
adequada para o uso
na indastria de
alimentos.
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Tabela 4 - Estudos com proteinas de farinha de arroz, seus objetivos, analises, resultados gerais e conclusfes imp

actantes.

Continua ¢éo

Referéncia Objetivo central Andlises Resultado global Concluséo
impactante
(SOUZA et al., Identificar a influéncia Distribuicdo de particulas e O tamanho médio de particula da A extracdo mantém
2016) da extragdo alcalina de amido danificado na farinha farinha de arroz foi 22,44 ym. Teor de quase inalterada a
concentrado proteico de arroz utilizada. Andlise de 24,52% de amido danificado. Houve composicao
na composi¢do composicdo aminoacidica do uma reducgdo significativa do teor de aminoacidica  das
guimica, térmica e concentrado por meio de prolina do concentrado em relacdo a proteinas, pode
propriedades derivatizacdo com  fenil farinha. Em SDS-PAGE foi possivel reduzir custos por
morfoldgicas dos isotiocianato seguida de observar a  transformacdo da ser rapida e produz
produtos obtidos. analise em HPLC.SDS-PAGE proglutelina em subunidades basicas e residuo que pode ser
e microscopia eletrbnica de acidas devido ao rompimento do utilizado na industria
varredura. hidrogénio, amida e ligacdes quimica (amido).
dissulfidicas.
(IZZAH et al., Avaliar o perfil proteico Teor de proteina, solubilidade Autoclavagem por 60 minutos ndo A sonicacao
2015) do concentrado de e perfil aminoacidico recuperou o0 aminoacido cisteina no combinada com
proteinas obtido por (digestdo acida e UPLC). extrato, mas aumentou a solubilidade extracao em
diferentes técnicas de da proteina e recuperou 64% da autoclave nao

extracdo em farelo de
arroz.

proteina do farelo de arroz. A
sonicacdo teve um efeito negativo na
solubilidade e no teor de proteina
recuperada.

aumenta rendimento
de extracdo e nem
melhora na
solubilidade das
proteinas extraidas.
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Tabela 4 - Estudos com proteinas de farinha de arroz, seus objetivos, analises, resultados gerais e conclusées impactant es.

Continuacao

Referéncia Objetivo central Andlises Resultado global Concluséo
impactante
(WANG et al.,, Investigar 0 Solubilidade, peso molecular A solubilidade de todos os tratamentos A moagem a frio e o
2015b) mecanismo (SEC, SDS-PAGE), aumentou em relagdo ao controle. tratamento alcalino
responsavel pela dicroismo circular far-UV, Houveram mudancas no peso molecular. aumentaram a
solubilizag&o do Infravermelho com A estrutura secundéria dominante sdo solubilidade das
isolado proteico de transformada de Fourier e bobinas aleatorias (desordenada e proteinas.
arroz utiizando medidas de fluorescéncia estrutura ndo repetitiva). O tratamento
moagem a frio para determinar alcalino aumentou a polaridade.
combinada com hidrofobicidade da
tratamento alcalino. superficie.
(ROMERO et Estudar a composicdo Eletroforese SDS-PAGE, A solubilidade das proteinas é muito Ha um potencial
al., 2012) e estrutura das solubilidade, potencial zeta, pequena (< 60%) e o potencial zeta é elevado de atuacédo

proteinas de arroz e

comportamento
emulsificante e
interfacial do
concentrado proteico
de arroz.

tensao interfacial transiente
e superficie dilatacional,
caracteristicas da interface
ar-agua, distribuicdo do
tamanho de gotas;
concentracdo de proteinas
na interface (I).

maior em pH onde a solubilidade é
maior. Filmes na interface ar-agua com
estrutura interfacial coesa forte. Filmes
mais elasticos e emulsfes mais estaveis
sao obtidos em pH mais acido.

como emulsificante

alimentar em pH
baixo do
concentrado

proteico de arroz.
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Tabela 4 - Estudos com proteinas de farinha de arroz, seus objetivos, analises, resultados gerais e conclusdes impactant es.

Concluséo
Referéncia Objetivo central Andlises Resultado global Concluséo
impactante
(XIA et al., Caracterizar isolado Composicdo proteica, teor de Aumento dorendimento em proteinae Producédo isolado
2012Db) proteico de farelo de ligacdes dissulfeto, solubilidade, da pureza do isolado. Nao houveram com melhores
arroz  obtido de hidrofobicidade e estado de mudancas significativas no potencial propriedades
cozimento agregacao. Microestrutura, zeta assim como na solubilidade. emulsificantes e
hidrotérmico e pré- tamanho médio de gota e Houve aumento na hidrofobicidade da fisico-quimicas.
tratamento com potencial zeta das emulsdes superficie e da capacidade
amilases. preparadas com o isolado emulsificante e diminuicdo do
proteico. tamanho médio das goticulas.
(XIA et al, Avaliar os efeitos da Imagens em microscopio A pureza dos concentrados obtidos A  técnica de
2012a) microfluidizagéo e na confocal para avaliar com microfluidizacdo e enzimas foi extracao de
subsequente microestrutura e tamanho de maior que a obtida com extracdo proteinas de arroz
separacdo baseada particulas do amido, SDS- alcalina. Desaparecimento das utilizando
na densidade na PAGE, perfil regibes de interacdo proteina-amido microfluidizacdo e

extragcdo de proteinas
de arroz quebrado.

aminoacidico,solubilidade, DSC,
espectroscopia Raman e
digestibilidade sequencial in
vitro das proteinas.

apos tratamento dado ao arroz
guebrado. Extracéo com
microfluidizagcdo € mais seletiva.
Menor teor de lisina e arginina na
amostra obtida por extragédo alcalina.
Baixa solubilidade em todos os pH
testados e manutencédo da estrutura
nativa da  proteina. Estrutura
altamente desorganizada.
Concentrado da microfluidizacdo de
melhor digestdo que a extracao
alcalina.

enzimas (amilase e
glucoamilase)
mantém a estrutura
nativa das
proteinas e é
seletiva para
glutelina.
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Outras aplicacdes das proteinas de arroz incluem desenvolvimento
de aromas. Asparagina e glutamina, presentes nessas proteinas, sao
extraidas por meio de hidrélise acida e posteriormente sdo desaminadas para
producdo de aromas e realcadores de sabor (HAMADA et al.,, 1998). Em
produtos de panificacdo, paes e biscoitos, tem sido utilizado para
enriguecimento proteico sem prejuizo das caracteristicas sensoriais do
produto (FABIAN; JU, 2011; YADAV; YADAV; CHAUDHARY, 2011).

O conhecimento sobre as caracteristicas das proteinas de arroz e
principalmente a orizenina ainda € limitado quando comparado a outros
cereais, especialmente o trigo, mas com as informacdes disponiveis ja é

possivel explorar sua aplicacdo em alimentos, principalmente em paes.

3.5. Propriedades técnico-funcionais de proteinas alimentares

Propriedades funcionais de proteinas estdo relacionadas com sua
estrutura e suas caracteristicas fisico-quimicas como composicédo, pureza e
hidrofobicidade. O entendimento das propriedades fisicas, quimicas e
funcionais de proteinas e as mudancas que estas propriedades promovem
durante o processamento de alimentos é essencial para melhorar sua
performance e aumentar o espectro de aplicacdo dessas proteinas.

Tensdo interfacial, propriedades emulsificantes, de espuma,
espessante e gelificante sdo algumas das propriedades das proteinas
alimentares importantes para uso em panificacdo. Muitos alimentos s&o
espumas ou emulsdes e contém proteinas com boa atividade de superficie e
solubilidade; enquanto outros alimentos precisam de proteinas insollveis com
boa capacidade de absorcdo e retencdo de agua para atingir uma textura

otima (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2008).
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A tenséo interfacial (y) pode ser definida como o trabalho para
aumentar a superficie em uma unidade de area por um processo isotérmico e
reversivel medido em uma interface ar-fluido ou fluido - fluido. (BOS; VLIET,
2001). As informacdes a respeito da tenséo interfacial e das propriedades
viscoelasticas dos filmes interfaciais formados pelas proteinas sao
importantes para estudar o processo de emulsificacdo. Uma vez formado um
filme proteico na interface a estabilidade das goticulas de 6leo € atingida.
Quanto maior a viscoelasticidade do filme proteico maior a estabilidade
(MCCLEMENTS, 1999; ROMERO et al., 2012).

A solubilidade da proteina e sua hidrofobicidade na superficie
também sdo muito importantes para determinar a capacidade de
emulsificacdo das proteinas. Em meio com baixa forca idnica (< 0.2 mol-L?) o
sal aumenta a capacidade de hidratacdo da proteina e consequentemente
aumenta sua solubilidade (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2008).

Os concentrados e isolados proteicos de arroz compostos
principalmente por orizenina tem baixa solubilidade (< 60%) em um intervalo
de pH de 2 a 10 com um minimo em pH préximo a pH 4,8 (HAMADA, 2000;
PARAMAN et al., 2006; CAO et al., 2009; PINCIROLI et al., 2009; ROMERO
et al., 2012). A tensao interfacial destas proteinas demonstra o efeito que a
solubilidade tem nesta medida e que envolve o pH. As menores tensdes sao
obtidas em valores de pH onde a proteina esta mais soluvel e a adsor¢cdo na
interface é favorecida (ROMERO et al., 2011, 2012; FELIX et al., 2016).

Em termos de processamento, a formacdo de emulsdo é
acompanhada de uma variedade de operacdes unitarias envolvendo

dispositivos que vao de alta energia em curto tempo (homogeneizador de alta
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pressdo) até baixa energia em longo tempo (pa agitadora). Emulsdes com
micro gotas sao as emulsfes convencionais, e nano dispersdes ou emulsdes
termodinamicamente estaveis sdo as micro emulsées (HERRERA, 2012).
Tamanhos maiores de goticulas, em emulsées O/A, sdo encontrados em pH
onde a proteina € menos solivel e ao decorrer do tempo devido a
coalescéncia. Melhores resultados de tenséo interfacial indicam uma emulséo
com menor instabilidade e consequentemente com menores goticulas
(ROMERO et al., 2012).

Romero e seus colaboradores (2012) prepararam uma emulséo
modelo utilizando concentrado proteico de arroz em condicbes de alta
energia. Na primeira etapa, o concentrado foi suspendido na fase aquosa e
depois adicionado ao 6leo e homogeneizado com um misturador de alta
velocidade (Ultra-Turrax), a pré-emulsdo obtida foi homogeneizada
novamente, mas agora em um homogeneizador de alta pressdo. Alguns
dispensam a segunda etapa de homogeneizacédo, mas obtém emulsdes que
nao se enquadram no modelo convencional e podem afetar o resultado final
das andlises a que serdo submetidas, como aconteceu com Hou, Zu e Li
(2010) e sua emulsao estabilizada por proteinas de arroz. Em outro estudo
com proteinas de arroz, mas agora do farelo, foi utilizado um microfluidizador
e ndo um homogeneizador de alta presséo na pré-emulsao (XIA et al., 2012a).
Nestes estudos, as proteinas do arroz apresentaram comportamento
semelhante as proteinas fibrilares e globulares quando em pH onde sdo mais
soluveis, com potencial para um bom emulsificante alimentar em pH baixo.

A capacidade de formacdo de espumas, que € expressa como 0

volume maximo de liquido incorporado na espuma, assim como a
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estabilidade, medida como o tempo para drenar metade do liquido
incorporado na espuma permitem determinar a presenca de proteinas
sollveis, pois estas sdo importantes para desenvolver boas propriedades
espumantes (PARAMAN et al., 2006; PINCIROLI et al., 2009).

A baixa habilidade de formacdo de espuma coincide com a
solubilidade da proteina e com os peptideos poderem se mover rapidamente
para a interface. A capacidade de formacdo de espuma de uma proteina é
melhorada fazendo com que ela fique mais flexivel, ou seja, expondo residuos
hidrofébicos e aumentando a capacidade de diminuir a tensao interfacial. Isso
requer mudancas nas estruturas terciarias e secundarias e tratamento
enzimatico pode ser uma forma de alcancar estas mudancas (CAO et al.,
2009).

A hidrélise de proteinas com o auxilio de enzimas parece ser 0
processo mais apropriado para modificar propriedades técnico-funcionais de
uma proteina. No entanto, a hidrolise excessiva pode reduzir a habilidade de
formacao de espuma, efeito reportado em proteina do arroz, amendoim e gréo
de bico. Isso pode ser explicado pelo fato de que moléculas muito pequenas
formam um polimero intermolecular (filme) continuo que nédo é capaz de
envolver bolhas de ar. A coesividade e elasticidade do filme sé&o importantes
para produzir espumas estaveis. A maxima adsorcao e viscoelasticidade na
interface ar - agua proximo ao pH isoelétrico devido a carga negativa que a
proteina possui e a auséncia de interacdes repulsivas de moléculas de
proteinas favorecem as interacdes proteina - proteina e formacéo de filme
viscoelastico na interface (HAMADA, 2000; PHONGTHAI; LIM; RAWDKUEN,

2016)
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A soja € usada em alimentos por ter propriedades funcionais
adequadas como emulsificacdo, absorcéo de gordura, retencdo de umidade,
espessante e formacao de espuma. A proteina de ervilha também tem sido
utilizada com sucesso em alimentos e produtos de panificacdo, obtendo um
produto enriquecido com melhor balanco de aminoacidos. A adicdo de
proteinas de soja ou ervilha na farinha de arroz modifica as propriedades
mecanicas das massas de pao, induzindo um crescimento significante no
modulo elastico em testes oscilatorios (MARCO; ROSELL, 2008a).

A aplicacao das proteinas em alimentos depende de muitos fatores,
incluindo a disponibilidade e preco da matéria-prima. Quando adequadamente
tratadas tem potencial para o uso em alimentos, principalmente aqueles que
precisam de emulsificacdo e formacdo de espuma (HOU; ZHU; LI, 2010).
Além de agregar valor a matéria-prima, enriquecem os alimentos onde sdo

aplicadas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.Materiais

A matéria prima principal deste estudo, farinha de arroz comercial,
foi doada pela empresa Urbano Agroindustrial LTDA. (Jaragu& do Sul, Brasil).
A amostra de 30 Kg foi armazenada em sacos de polipropileno, com
aproximadamente 4 Kg de farinha, sob refrigeracdo (- 20 ) em fre ezer
Consul CVU26 (Santa Catarina, Brasil) até o0 momento das analises. Enzima
transglutaminase (ACTIVA STG-M) com atividade de 27 U/g, foi doada pela
empresa Ajinomoto do Brasil Ind. e Com. de Alimentos Ltda (S&o Paulo, SP).

Os ingredientes para preparo dos paes, fermento biolégico seco
instantaneo Dr. Oetker, 6leo de soja Soya, acucar refinado Unido e sal Cisne
foram adquiridos no comércio local. Na Tabela 5 sédo apresentados o0s

reagentes quimicos com as suas respectivas marcas e grau analitico.

Tabela 5 - Reagentes utilizados neste experimento com suas respectivas marcas e grau
analitico.

Continua
Reagente Marca Grau analitico
2-Mercaptoetanol Aldrich 95 %
Acetona Isofar PA
Acido acético glacial Isofar PA
Acido bérico Alphatec 99,5 % PA
Acido cloridrico Alphatec 37 % PA
Acido tricloroacético Vetec PA
(TCA)
Alcool etilico Anidrol 95 % neutro (96GL)
PA
Alcool isopropilico Alphatec 99,5 % PA
Bis-acrilamida 40% Merck Para eletroforese
(29.1,0.9)
Albumina do soro Sigma >98 %
bovina (BSA)
Cloreto de sodio Alphatec 99 % PA
Corante azul de Sigma Para microscopia
comassie(R) brilhante
R 250
Corante Nile Blue A Sigma =>75%
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Tabela 5 - Reagentes utilizados neste experimento com suas respectivas marcas e

grau analitico . Concluséo
Reagente Marca Grau analitico
Corante Sudan Black B Vetec Pratico
EDTA Sal dissédico Exodo Cientifica PA
2H20
Eter de petroleo 30 — Alphatec PA
60 T
Glicerol Sigma >99 %
Glicina Sigma para eletroforese,
>99 %
Hidroxido de sodio em Alphatec PA
pérolas
Metanol anidro Sigma 99,8 % PA
Persulfato de aménio Sigma > 98 % PA
Dodecil sulfato de Sigma > 99 % PA
sodio (SDS)
TEMED Sigma para eletroforese,
>99 %
Tris (hidroxi) amino Sigma > 99,8 % PA
metano

4.2.Caracterizacdo da farinha de arroz

A determinacdo da composicédo centesimal da farinha de arroz foi
realizada nos laboratérios de Analise de Alimentos e de Pesquisa em Cereais
do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de
Vicosa (DTA/UFV). Todas as analises da composi¢cdo quimica da matéria-
prima foram realizadas segundo as metodologias descritas pela Association
of Official Analytical Chemists (AOAC, 1998) em triplicata: O teor de agua foi
determinado em estufa a 105 °C (n. 925.10) e o de lipideos foi obtido apo6s
extracdo com éter de petrleo em extrator Soxhlet (n. 920.85). O teor de
proteina bruta foi determinado pelo método de Micro-Kjedahl, empregando-se
o fator 5,95 para a conversdo do nitrogénio em proteina bruta (n. 960.52).
Residuo minera fixo foi determinado apds incineracdo em mufla a 550 °C. O

teor de carboidratos foi calculado por diferenca e o teor de amido total
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determinado de acordo com a metodologia proposta pela Megazyme (Irlanda,
2011), utilizando-se o Kit Total Starch.

Para determinar o tamanho das particulas da farinha foi utilizado
um agitador de peneiras (W.S. Tyler, modelo RO-TAP, Cleveland, EUA).
Foram peneirados 100 g de farinha de arroz durante 10 minutos, em um
conjunto de sete peneiras arredondadas, com aberturas de malhas de 35; 60;
80; 100; 170; 200 mesh e uma base. Em seguida, os contetdos retidos em
cada peneira foram pesados e expressos em porcentagens de retencao,
conforme o método da AACC 55-60.01 (AACC, 2012).

Capacidade de retencdo de agua (CRA) foi determinada de acordo

com o método da AACC 56-11.02 (AACC, 2009a).

4.3. Extracdo das proteinas da farinha de arroz

4.3.1. Delineamento experimental

A extracdo da orizenina da farinha de arroz foi feita por trés
protocolos distintos em um delineamento inteiramente casualizado (DIC) com
trés repeticbes. Para avaliagdo das propriedades emulsificantes e
espumantes foi utilizado um DIC em esquema fatorial 2x2x3 (dois protocolos

de extracao, dois de sonicacao e trés valores de pH) com duas repeti¢cdes.

4.3.2. Protocolo Extracdo Sequencial (ES)

A extracao foi conduzida como descrito por Turley e Ching (1986)
com modifica¢des (Figura 6). Primeiramente, uma amostra de 100 g de farinha
de arroz desengordurada foi pesada e adicionada de 0,5 L de solugéo salina

(29,2 g de NaCl-L"1 e 20 mg de EDTA-L?Y).
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Farinha de arroz

le——— Solug¢do salina

Agitacdo magnética
(30 minutos)

'
Centrifugacdo
I
| }

Sobrenadante Residuo
(albumina e globulina) }+— Isopropanol 60 %

Centrifugacdo

Sobrenadante Residuo
(prolamina)

| =— Solugdo alcalina

Centrifugacao

l
Y L4

Sobrenadante Residuo

— Acetona(8-12 °C)

Armazenamento
-20°C
(overnight)

r

Centrifugacdo
I

¥ ¥
Sobrenadante Precipitado
Liofilizagao
Concentrado
Proteico de
Orizenina

Figura 6 - Fluxograma de extracdo da orizenina pelo protocolo Extracdo Sequencial

Esta suspensdo foi mantida a temperatura ambiente sob agitacéo
magnética (Marconi, MAO085, Brasil) por 30 minutos. Em seguida foi

centrifugada (Beckman, modelo J2-MC, Pasadena, EUA) a 12000 x g por 10
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minutos a 10 C, sobrenadante constituido por albumina e globulina foi
descartado em outro recipiente. Para extracdo da prolamina, 500 mL de
isopropanol 60 % (v/v) foi adicionado ao residuo da etapa anterior. A
suspensao foi agitada e centrifugada como feito anteriormente e no residuo
sélido obtido foi adicionada uma solucéo alcalina (4,8 g de acido borico, 1,7 g
de NaOH e 5 g de SDS por litro de solucdo) e a orizenina foi extraida do
sobrenadante. Este foi precipitado com 1,5 L de acetona fria (8 - 12 C),
homogeneizado por inversdo de recipiente de 2 L de capacidade e
armazenado no freezer (-20 C) overnight. A suspenséo foi centrifugada a 10
C por 10 minutos a 12000 x g e o residuo solido umido liofilizado em
liofilizador semi-industrial (Terroni Equipamentos Cientificos, modelo LH

0401, Sao Carlos, Brasil).

4.3.3. Protocolo Precipitacdo por TCA ( PA)

Modificac&o do protocolo usado por Zarins e Chrastil (1992) (Figura
7). Uma amostra de 500 g da farinha de arroz desengordurada foi adicionada
de 2 L de agua destilada e mantida sob agitacdo magnética por 3 h, depois
centrifugada a 3000 x g por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
residuo submetido a uma nova extracdo com agua destilada. Posteriormente,
o residuo foi lavado duas vezes com solucdo NaCl 5 % e centrifugado a
3000 x g por 15 minutos. O residuo solido foi tratado duas vezes consecutivas
com solugéo de etanol 70 % e novamente centrifugado a 3000 x g por 15
minutos. ApoOs descarte do sobrenadante, o residuo solido da lavagem
anterior foi tratado por trés horas com solucdo NaOH 0,025 mol-L* e depois
centrifugado a 3000 x g por 15 minutos, sendo que, nesta etapa, O
sobrenadante foi recolhido. Esse procedimento foi repetido e os
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sobrenadantes foram precipitados por TCA 70 % (concentracao final do TCA
por volta de 5 %) e centrifugados a 3000 x g por 15 minutos. O sdélido
decantado foi lavado duas vezes com 1 L agua destilada e etanol 70 % e

centrifugado novamente. O residuo soélido umido foi liofilizado.

| Farinha de arroz |

le——— Agua destilada -

Agitagdo magnética
(3h)

Centrifugacdo

Sobrenadante
(albumina) +— Solucdo NaCl 5%

Centrifugacdo

Sobrenadante Residuo
{globulina) +——— Etanol 70 %
Centrifugacdo
¥
Sobrenadante
(prolamina)
Concentrado - -
Proteico de Centrifugagao
Orizenina ¥ 1
Sobrenadante Residuo (amido e proteinas
remanescentes)
Liofilizagdo | o
Ftaml 70 ,A” Centrifugacdo
dgua destilada

]
I Residuo I-—| Centrifugacdo |‘—L| Precipitado |

Figura 7 - Fluxograma de extracdo da orizenina pelo protocolo Precipitacdo por TCA

4.3.4. Protocolo Rapido Alcalino (RA)

O terceiro protocolo de extracdo, modificado de SOUZA e
colaboradores (2016) (Figura 8), consiste em uma extracdo alcalina rapida.
Farinha de arroz desengordurada (100 g) foi adicionada de 1 L de solucéo de
NaOH 0,1 M sob agitagdo magnética por 1 h a temperatura ambiente. Depois,
foi centrifugada por 30 minutos a 3000 x g. O sobrenadante foi recolhido e o

pH foi ajustado com HCI 1 mol-L* e 0,1 mol-L? até o ponto isoelétrico da
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orizenina (pH 4,8) (JU; HETTIARACHCHY; RATH, 2001), o precipitado foi
lavado duas vezes com 1 L agua destilada e centrifugado. O residuo solido

umido foi liofilizado.

Farinha de arroz

NaOHO,1 M -«

Agitacao magnética
(1h)

}
Centrifugacdo
I
| |

Residuo Sobrenadante
(amido e proteinas) l«—— Ajuste pH 4,8

Centrifugacao

Sobrenadante Residuo
amido e proteinas B}
( P <+«———— Agua destilada
remanescentes) y
Centrifugacdo
|
¥ ¥
Sobrenadante Residuo
(prolamina)
Liofilizagdo
Concentrado
Proteico de
Orizenina

Figura 8- Fluxograma de extracdo da orizenina pelo protocolo Rapido Alcalino.

Para avaliar a eficiéncia dos protocolos para obtencdo de
concentrados proteicos de orizenina foi determinado o teor de proteina bruta
(AOAC, 1998) e o rendimento total de extracdo. Os protocolos de extracéo
mais eficientes e selecionados para estudo de propriedades técnico-
funcionais foram aqueles que obtiveram maior rendimento de extracao e teor

proteico.
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4.4.Caracterizacao dos concentrados proteicos de arroz

441. Perfil de massas molares - SDS-PAGE

A distribuicdo da massa molar dos concentrados proteicos de
orizenina foi estudada por eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca
de dodecil sulfato de sodio (SDS—PAGE). Foi utilizado o método vertical com
placas de 10x10 cm, descontinuo de alta resolugcdo em SDS—PAGE, descrito
por LAEMMLI (1970) e modificado por FULLINGTON, COLE e KASARDA,
(1983) empregando-se gel de empilhamento (“stacking gel”) de poliacrilamida
a 4 % (m/v) e gel de fracionamento (“running gel”) de poliacrilamida a 15 %
(m/v). A eletroforese foi conduzida a tenséo constante de 200 V. Os padrdes
de baixa massa molar utilizados fazem parte do kit Amersham (GE
Healthcare) de calibracdo de baixa massa molar (14 kDa a 97 kDa). A

coloracédo dos géis foi feita com Comassie Blue.

4.4.2. Solubilidade

Os concentrados proteicos de orizenina obtidos pelos protocolos
ES (CES) e RA (CRA) (3 g) foram suspensos em 100 mL de agua deionizada.
O pH foi ajustado e mantido em 2,0; 3,0;4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0 ou 9,0, com
solucdes de HCI 1 mol-L* ou NaOH 1,0 mol-L1. As solucées foram agitadas
em temperatura ambiente por 24 h e em seguida centrifugadas a 10 000 x g
por 20 minutos. Os sobrenadantes foram filtrados em filtro de seringa com
poro de 0,45 um Merck Milipore (Darmstadt, Alemanha) e o teor de proteinas
determinados pelo método da reacédo de Biureto (GORNALL; BARDAWILL;
DAVID, 1949), utilizando uma curva analitica obtida com albumina de soro

bovino nas concentragées aquosas de 1,0 mg-mL ! a 10,0 mg-mL™. A leitura
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da absorbancia foi realizada a 540 nm em espectrofotdmetro (SHIMADZU,
UVminil240, Japao), sendo, portanto, a concentracdo de proteina
determinada para cada concentrado proteico usando a equacéo de regressao

da curva analitica.

4.4.3. Propriedades interfaciais

Os concentrados proteicos de orizenina CES e CRA foram diluidos
em 100 mL de agua destilada de modo a preparar uma solu¢cdo com 5,7 mg e
7,5 mg de proteina soluvel, respectivamente. O pH foi ajustado para extremo
acido (2,0), ponto isoelétrico da orizenina (4,8) e extremo basico (9,0) e foram
submetidos ao processo de sonicacédo por 80 segundos a uma poténcia de 24
W no desruptor de células ultrassénico (Fisher Scientific, modelo 120,
Pittsburgh, EUA). Agua destilada, solucbes sonicadas e ndo sonicadas
tiveram sua tensdo interfacial (6leo/solucdo proteica) medida usando o
método da gota pendente no tensibmetro DSA100 Kruss (Hamburg,
Alemanha) por 3600 segundos.

O modelo matematico (Equacdo 1) foi ajustado aos dados
experimentais que descrevem a cinética de adsor¢cdo das proteinas na

interface e a queda da tensao interfacial:
Y= Yeq + K1 - e(TH2t (Eq. 1)

Em que Yeq € a tensdo interfacial no equilibrio, k1 e k2 (min.) sédo a taxa de
adsorcdo e a constante de decaimento da tensdao na interface,

respectivamente.
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A avaliacdo do modelo ajustado foi feita por meio do coeficiente de

determinacdo (R?) e da estimativa do erro percentual absoluto médio (MAPE)

(EqQ. 2):
MAPE = Z0I0M 5 100, (y, + 0) (Eq. 2)

Em que onde y: € o valor real, ¥, € o valor ajustado, e n é igual ao nimero de

observacoes.
4.4.4. Propriedades emulsificantes

e Preparacédo das emulsdes

Os concentrados proteicos de orizenina CES e CRA foram diluidos
em 100 mL de 4gua destilada de modo a preparar uma solu¢cdo com 5,7 mg e
7,5 mg de proteina solluvel, respectivamente. O pH foi ajustado para extremo
acido (2,0), ponto isoelétrico da orizenina (4,8) e extremo basico (9,0) e foi
mantido sob agitacdo constante por 24 h a temperatura ambiente. Apés a
agitacao as solugdes foram submetidas ou ndo a sonicacdo por 80 segundos
a uma poténcia de 24 W. Adicionou-se 6leo de girassol (10 % v/v) com 0,05 %
de corante Sudan Black foi adicionado e misturados em homogeneizador Ultra
Turrax (Yellow line DI25 basic, IKA, Staufen, Alemanha) a 24 000 rpm por 15
minutos em banho de gelo. Imediatamente apdés o0 processo de
homogeneizagéo, aliquotas de emulséo foram transferidas para tubos de

ensaio (& = 1,5 cm).

¢ Avaliacdo macroscépica: indice de cremeagéo

As emulsdes foram fotografadas e a altura da fase separada foi

medida durante 30 minutos em intervalos de 5 minutos e depois de 3 em 3 h
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até completar 24 h. O percentual do indice de cremeacéo (IC %) foi reportado
como (Equacéo 3):

Al
IC% =100 x AT (Eqg. 3)

Em que Al é a altura da fase separada e AT é a altura total da emulséo. O
modelo matematico foi ajustado aos dados experimentais que descrevem a

cinética da cremeacao da emulséo (Eq. 4):
IC % = ICeq(1 — eTKY) (Eq. 4)

Em que ICeq € 0 indice de cremeacao no equilibrio e Kk constante relacionada
a velocidade de cremeacéo.
A avaliacdo dos modelos ajustados foi feita por meio do coeficiente

de determinacéo (R?) e do erro percentual absoluto médio (MAPE).

e Avaliacdo microscoépica: tamanho médio das goticulas e

polidispersidade

As andlises microscoOpicas das emulsdes foram realizadas em
microscépio 6ptico Olympus modelo BX50 (Téquio, Japdo), em que uma
aliguota da emulsdo foi colocada em lamina, coberta com laminula e
visualizada com um aumento de 400 x e 1000 x. As imagens foram obtidas no
dia do preparo das emulsbes. Todas as medidas foram realizadas a
temperatura ambiente apds 1h. Quatro imagens de cada emulsdo foram
analisadas com o auxiio do software Image J 1.50b
(HTTP://rsb.info.nih.gov/ij/), as fotografias foram primeiramente convertidas

para imagens em escala de cinza 8-bit de 640-480 pixels, apresentando niveis
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de cinza entre 0 e 255. O tamanho das gotas foi caracterizado em termos do

didmetro médio superficial dsz e o desvio padrao (Equacao 5),

_ Znd® Z(d3z—332)2
dsz; = S ndZ * «I =} (Eq. 5)

em que n é o numero de particulas com didmetro d.

4.4.5. Propriedades espumantes

Os concentrados proteicos de orizenina CES e CRA foram diluidos
em 100 mL de 4gua destilada de modo a preparar uma solu¢cdo com 5,7 mg e
7,5 mg de proteina solluvel, respectivamente. O pH foi ajustado para extremo
acido (2,0), ponto isoelétrico da orizenina (4,8) e extremo basico (9,0) e as
solugbes foram mantidas sob agitacdo constante por 24 h em temperatura
ambiente. Apos a agitacdo as aliquotas de 25 mL foram submetidas ou ndo a
sonicacdo por 80 segundos a uma poténcia de 24 W. Em seguida foram
homogeneizadas em homogeneizador Ultra Turrax por um minuto a 20 500
rpm e fotografadas.

A densidade (pe) de cada espuma foi determinada pela razéo
massa e volume (g-cm?®); a fracdo volumétrica de ar (¢) foi calculada de
acordo com a equacéo 6, baseada na densidade calculada anteriormente e
na densidade da solucao proteica (p;) e considerando que a densidade do ar
€ desprezivel; a porcentagem de expansédo da espuma (overrun) foi calculada

de acordo com a equacao 7 (FRANCO et al., 2015).

¢p=1-2 (Eq. 6)

P
=
overrun(%) = 2%~ x 100 (Eq. 7)

Pl
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Em que ¢ é a fracdo volumétrica de ar, pi € a densidade da solugado e pe € a

densidade da espuma.

4.5.Elaboracao e avaliacédo de péaes isentos de gluten formulados com

farinha de arroz

4.5.1. Delineamento experimental

Os paes sem glaten foram formulados com modificacbes na
temperatura da mistura, concentrado proteico de orizenina (CPO) obtido pelo
protocolo de extracdo com maior teor de proteina bruta e de transglutaminase
(ETG) seguindo um delineamento composto central rotacional (DCCR) com
trés fatores e cinco niveis (Tabela 6), mais seis pontos axiais e o ponto central.

O ponto central foi repetido duas vezes totalizando 16 ensaios (23+6+2).

Tabela 6 - Delineamento composto central do experimento de panificacdo

Fatores Niveis
-a -1 0 +1 +a
Temperatura de mistura () 28 325 39 455 50

Concentrado proteico de orizenina(g/100 g 0 12 30 48 6
farinha de arroz)

Transglutaminase (U/g de proteina na 0O 24 3 96 12
farinha de arroz)

As combinac@es dos niveis de temperatura, concentrado proteico
e transglutaminase que originaram as formulacfes dos paes encontram-se na

Tabela 7.

48



Tabela 7 — Combinacdes dos niveis de temperatura de mistura (C), concentrado
proteico de orizenina (g/100g farinha de arroz) e transglutaminase (U/g de prot eina na

farinha de arroz)

Tratamento Temperatura Concentrado Transglutaminase
(ordem de (C) Proteico (Ulg de proteina na
corrida) (9/100g farinha farinha de arroz)

de arroz)

1 455 4,80 2.43
2 39,0 3,00 12,00
E 39,0 6,00 6,00
4 32,5 1,20 2.43
5 32,5 4,80 9,60
6* 39,0 3,00 6,00
7 45,5 1,20 243

45,5 1,20 9,60

32,5 1,20 9,60
10 39,0 3,00 0,00
1L 39,0 0,00 6,00
12* 39,0 3,00 6,00
— 325 4,80 2,43
14 28,0 3,00 6,00
15 50,0 3,00 6,00
16 45,5 4,80 9.60

*Ponto central com duas repeticdes
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4.5.2. Elaboracdo das massas

Paes sem glaten foram produzidos a partir de uma formulacéo
controle, composta de farinha de arroz, acucar, sal, fermento bioldgico
instantaneo e Oleo vegetal (Tabela 8), sem adicdo de orizenina e

transglutaminase e mistura a 28 °C.

Tabela 8 - Formulacéo controle de paes a base de farinha de arroz
(9/100g de farinha de arroz)

Formulacdo Controle

Acucar 5
Sal 1,5
Fermento bioldgico instantaneo 2
Oleo vegetal 3
Agua destilada q.s.p.

O preparo das massas foi baseado no método direto rapido (Figura
9), pelo qual os ingredientes foram misturados por 10 minutos no farinégrafo
Brabender (Duisburg, Alemanha). Em seguida, a massa foi cortada
(10£0,1 g), modelada, disposta em formas de aluminio retangulares
(dimensodes de 5,6 cm de comprimento, 2,7 cm de largura e 2,1 cm de altura),

e mantida por 90 minutos em camara de fermentagdo a 38 C. A massa

e ) . B R p ) ™ ( )

Mistura* em |

if:rlrr:éiggiig; Divisdo : corte I B Assamento: Resfriamento:
gsecos (1 da mas;a em e SO forno eIétric6 temperatura.
minuto); pedacos10+0,1 forma§ fje camara cje a200°C por 16 ambiente por

. X aluminio fermentacdo a .

ingredientes g de massa TS 38°C minutos 1h
liquidos (9 8
minutos

) ) ) J

Figura 9 - Fluxograma de processamento das massas de pao sem gluten.

*A temperatura de mistura foi controlada de acordo com os tratamentos da Tabela 7.
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fermentada foi assada por 16 minutos a 200 € em forno elétrico Fischer
(Brusque, Brasil).

Os pées assados foram removidos das formas e resfriados a
temperatura ambiente por 1h antes das avaliacbes de volume especifico e

firmeza de miolo (STORCK et al., 2013).

4.5.3. Caracterizacdo das massas

e Propriedades de textura

A textura da massa dos pées foi avaliada em texturbmetro Stable
Micro Systems modelo TA-XTExpress (Godalming, Inglaterra) através do
teste de perfil de textura adaptado (ARMERO; COLLAR, 1997), utilizando uma
sonda cilindrica de 38 mm de diametro. A massa néo fermentada foi colocada
em placa de vidro, para ser comprimida até atingir 60 % do volume original, a

uma velocidade de 2 mm-s* com o tempo de 25 s entre compressoes.

e Propriedades reoldgicas

O comportamento viscoelastico das massas foi determinado pela
realizacdo de provas oscilatérias em reémetro de tensao controlada HAAKE
MARS Thermo Electron Corp (Waltham, EUA). O sistema de medicdo
consistia de placas paralelas (placas asperas de 35 mm de didametro, 1 mm
entre as placas). Amostras das massas de pdo apos a fermentacdo foram
colocadas entre as placas e descansaram por 5 minutos antes de iniciar o
teste. As medidas foram realizadas a 30 °C. Testes de varredura de frequéncia
foram realizados a partir de 0,01 a 10 Hz para determinar o médulo de

armazenamento (G’), modulo de perda (G”) e a tangente do angulo de
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defasagem (tan ) em funcdo da frequéncia de 1 Hz (MARCO e ROSELL,

2008).

e Propriedades térmicas

A andlise térmica das massas foram examinadas por um
calorimetro diferencial de varredura DSC, como descrito por RIBOTTA; LEON;
ANON (2003). Cerca de 10 mg da amostra foi colocada em um recipiente de
aluminio e um recipiente vazio foi utilizado como referéncia. A temperatura foi
mantida a 30 T por dois minutos e posteriormente aquecidas de 30 a 110 C

a uma taxa de 11,7 T/minuto e mantida a 110 < por 5 minutos.

4.54. Caracterizacdo dos paes

¢ Volume total e especifico

O volume total dos pédes foi determinado pelo método de
deslocamento de sementes AACC 10-05.01 (AACC, 2009b), utilizando
sementes de paingo. O volume especifico (g-cm®) foi calculado pela razéo

entre a massa do péo e volume total.

e Propriedades de textura

Andlise de firmeza do miolo dos péaes foi conduzida no texturémetro
Stable Micro Systems modelo TA-XTExpress (Godalming, Inglaterra). As
amostras foram fatiadas para se obter uma fatia central de 12,5 mm de
espessura. Uma sonda cilindrica de 12,7 mm de diametro (P/0.5R) a uma
velocidade de teste de 2 mm-s* comprimiu a amostra por uma distancia de

10 mm. O pico de forca de compressao foi reportado como firmeza de acordo
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com o método da AACC 74-09 (AACC, 2009c). A andlise foi repetida apos 24h

e 48h de armazenamento em sacos de polipropileno a temperatura ambiente.

e Analise por microscopia confocal de varredura a laser

(MCVL)

A andlise de MCVL foi realizada no Nucleo de Microscopia e
Microanalise da UFV (NMM/UFV) para analise da microestrutura do miolo dos
paes. Amostras dos paes de aproximadamente 5x5x2 mm de dimensao foram
cortadas com bisturi (Walmur, Porto Alegre, Brasil), colocadas em lamina
microscopica e Nile Blue aquoso (0,1 % m/m) foi adicionado a superficie
(ALVAREZ-JUBETE et al., 2009). Uma laminula foi colocada sobre a fatia
corada e as amostras analisadas em um microscopio confocal de varredura a
laser LSM510 META Zeiss (Oberkochen, Alemanha). Imagens dual channel
foram feitas com uma objetiva de 40x, utilizando laser hélio-neon excitado 633
nm e laser argbnio-ion 488 nm para revelar gorduras, proteinas e amido

gelatinizado. Imagens de 512x512 pixels foram obtidas.

4.6. Analises estatisticas
As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software
SAS v9.4 (SAS Institute, Cary, EUA) licenciado para uso da Universidade
Federal de Vigcosa. Os dados obtidos do estudo das propriedades
emulsificantes e espumantes dos concentrados proteicos avaliadas foram
submetidas a andlise de variancia (ANOVA) e para as variaveis em que foram
encontradas diferenca significativa o teste de comparacdo de médias de

Tukey foi aplicado, com nivel de significancia de 10 %. Regresséo nao linear
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foi aplicada para ajuste dos modelos cinéticos de adsorcdo na interface e
cremeacao.

Para cada caracteristica da massa e do péo testadas (variavel
resposta) foi conduzida a analise de variancia, para determinar diferencas
significativas (p < 0,1). Para a selecdo do modelo de regressdao mais
adequado, foram avaliados a falta de ajuste, os coeficientes de regressao e o
coeficiente de determinacdo R?. A metodologia de superficie de resposta foi
utilizada para andlise dos dados experimentais e otimizar a variavel resposta.
As correlacdes significativas (p < 0,1) entre as diferentes variaveis testadas
nos paes e nas massas foram calculadas utilizando os coeficientes de

correlacéo de Pearson.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacao da farinha de arroz
5.1.1. Composigéao centesimal

A composicdo centesimal média da farinha de arroz encontra-se na
Tabela 9. O teor de proteina e lipideos se aproximam dos valores reportados
na literatura (JULIANO; BOULTER, 1976; SINGH et al., 2000; UNICAMP,
2011). O teor de proteina total e lipideos na farinha de arroz € o menor entre
os cereais. A farinha de trigo, por exemplo, contém por volta de 12 % de
proteinas e 1 % de lipideos e menos de 1 % de lisina. O milho com 6 % de
proteinas e 2 % de lipideos aproximadamente, e contetdo de lisina por volta
de 0,30 %, mas o conteudo de lisina da farinha de arroz estéd entre 3 -4 % o
que faz destas proteinas as com melhor qualidade nutricional entre eles

(LORENZ; KULP, 1991; ZHOU et al., 2002).

Tabela 9 - Composi¢éo centesimal da farinha de arroz

Composicéo centesimal (g/100g)

Componente
Amido 82,22 +2,29
Lipideos totais 0,61 + 0,05
Proteina total 6,44 £ 0,14
Residuo Mineral Fixo 0,46 = 0,00
Agua total 10,19 + 0,00

O amido € o maior constituinte da farinha de arroz, informacao
corroborada pelos resultados obtidos, e o teor de amilose desta, juntamente
com as proteinas e os lipideos, sdo determinantes nas caracteristicas de

pasta e das massas produzidas com esta farinha (BHATTACHARYA, 2011).
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5.1.2. Distribuicdo de tamanho das particulas

A distribuicdo do tamanho de particulas revelou que a maior
retencdo ocorreu nas malhas de 177 um e 88 um (29,7 e 22,5 %) de abertura.
As particulas mais finas (< 74 um) assim como as mais grossas (> 420 um)
estdo em menor quantidade (Figura 10).

O perfil de distribuicdo de tamanho de particulas evidencia uma
distribuicdo bimodal. Em farinha de arroz € um comportamento tipico (HAN et
al., 2012) e que também foi observado em farinha de trigo de dureza média
adequada a panificacdo, mas sem um perfil com distincdo clara entre
particulas finas e grossas. No trigo particulas mais grossas estdo associadas
a um maior teor de glaten e consequentemente a adequacdo a panificacédo

(BLANCHARD et al., 2012; PROTONOTARIOU et al., 2014).

420 250 177 149 88 74 <74

Abertura de malha (um)

35 ~

Retencgdo de particulas (%)
= [ ) N w
o » o u o

w
1

o

Figura 10 - Distribuicdo do tamanho de particulas da farinha de arroz

A distribuicdo bimodal e proporcdo de particulas menores e
maiores ( > 250) da farinha de arroz se assemelha as farinhas de trigo mole

gue néo sao adequadas a panificacdo (BLANCHARD et al., 2012).
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Embora o perfil de distribuicAo de tamanho de particulas seja
semelhante, o tamanho médio de particulas da farinha analisada supera o de
farinhas de trigo de dureza média e mole. O processo de mistura da farinha
de arroz € mais sensivel a distribuicdo de tamanho de particulas que a farinha
de trigo (OSZVALD et al., 2008). Quando se trata de desempenho em
panificacdo sem gluten, farinhas com média de tamanho das particulas
menores (<80 pm), como o da farinha de trigo de dureza média, levam a
producado de pdes com menor volume quando o teor de agua das massas € o
mesmo, concluindo-se que as massas produzidas com particulas mais
grosseiras (>180 um) retém mais gas durante fermentacdo. Em farinha de
trigo observa-se uma tendéncia contraria, ou seja, as particulas mais finas séo
mais favoraveis a panificacdo (BLANCHARD et al.,, 2012; DE LA HERA;
MARTINEZ; GOMEZ, 2013; DE LA HERA; ROSELL; GOMEZ, 2014;
PROTONOTARIOU et al., 2014).

O tamanho das particulas influencia diretamente na retencédo de
agua da farinha. As particulas mais finas possuem maior area superficial de

contato, portanto retém mais agua que particulas grandes (Tabela 10).

Tabela 10 - Capacidade de retencdo de agua (CRA) das amostras de farinha de arroz
retidas nas peneiras de abertura de malha (um).

CRA (g 4gua/g amostra seca)

Abertura de malha (um)

420 1,52 +0,16
250 1,52 +0,19
177 1,68 +0,24
149 1,79+0,31
88 1,81 +0,29
74 1,89 + 0,26
<74 1,91 +0,30

Em estudo com farinhas de diferentes variedades, amostra com

mesma capacidade de retencédo de agua que uma farinha de trigo com 63 %
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de absorcédo de agua nédo produziu paes com maior volume especifico, mas
sim aquelas com menor capacidade de retencéo de agua (< 1,0 g/g) (HAN et
al., 2012). A farinha de arroz apresentou CRA de 1,70 = 0,31, semelhante a
CRA da fracéo da farinha mais abundante retida na peneira com 177 um de
abertura de malha.

Para farinha de trigo, 0 aumento da retencdo de agua permite
durante o forneamento, apos desnaturacdo das proteinas, maior
disponibilidade de agua que € prontamente absorvida pelo amido e fibras. A
gelatinizacdo do amido depende da disponibilidade de agua para determinar

a textura final e volume dos pées (BLANCHARD et al., 2012).

5.1.3. Concluséo parcial

A farinha de arroz contém teor relativamente baixo de proteinas,
lipideos e o0 amido € o componente mais abundante. As particulas médias
(entre 88 e 250 um) sdo as majoritarias e influenciam diretamente na absorcéo
e retencéo de agua da farinha.

O perfil bimodal da distribuicdo de tamanho se assemelha ao perfil
de farinhas de trigo, principalmente das de trigo mole que néo sdo adequadas
para panificacao.

Logo, a composi¢cao quimica foi o esperado para a farinha de arroz,
o tamanho médio de particulas se encaixam em um perfil adequado para

panificacdo sem gluten, porém a capacidade de retencao de agua nao.
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5.2.Caracterizacado das proteinas da farinha de arroz
5.2.1. Rendimento de extracéo

Os concentrados proteicos obtidos e os trés protocolos de extracao
foram avaliados quanto ao rendimento de extracdo (%) e o teor de proteina

total (%) para avaliar a eficiéncia dos protocolos (Tabela 11).

Tabela 11 - Rendimento de extracdo e teor de proteina total dos materiais proteicos
obtidos por cada protocolo de extracdo

Protocolo de extracéo Rendimento bruto Proteina Total (%)
Extracdo Sequencial (ES) 3,18 £ 0,26b 15,72 £1,47c
Precipitacéo por TCA (PA) 1,81 £0,58c 67,34 +0,89b
Réapido Alcalino (RA) 4,63 +0,35a 73,53 £0,39a

Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste de
Tukey (p < 0,05)

Os concentrados proteicos obtidos pelos protocolos Rapido
Alcalino (CRA) e pelo protocolo Precipitagédo por TCA (CPA) com maior teor
de proteina total foram caracterizados quanto as suas propriedades técnico
funcionais. O extrato obtido pelo protocolo ES embora com alto rendimento
nao possui teor proteico adequado para caracterizagao.

O baixo teor de proteinas no extrato ES pode ser efeito do uso de
SDS na extracdo. O SDS desnatura as proteinas e se liga a elas, carregando-
as negativamente e dificultando a interacdo proteina - proteina.
Consequentemente elas se solubilizam e séo descartadas com o
sobrenadante. Além disso, o0 solvente para precipitacéo, a acetona, pode nao
ter sido capaz de promover a precipitacdo da maior parte das proteinas

(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2008).
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5.2.2. Perfil de massas molares - SDS-PAGE

Os tamanhos das subunidades proteicas dos concentrados estao
resumidos e os perfis de eletroforese obtidos para farinha e concentrados séo

mostrados na Tabela 12 e Figura 11, respectivamente.

Tabela 12 — Massa molar (kDa) das subunidades proteicas dos concentrados proteicos
caracterizados por SDS-PAGE.

Banda CES (kDa) CPA (kDa) CRA (kDa)
1 76,3 - 74,2
2 70,6 - 70,5
3 - 67 .
4 59,8 - 59,9
5 57,3 57,1 57.4
6 41,9 - )

7 37,8 . .
8 35,4 35,2 35,1
9 33,7 33,2 33.8
10 25,4 25,4 25,3
11 19,6 19,5 19.6
12 16,5 - ;
13 14,8 14,8 .
14 14,4 14,4 14.4

CES - Concentrado proteico obtido pelo protocolo Extragdo Sequencial; CPA — Concentrado
proteico obtido pelo protocolo Precipitacdo por TCA; CRA - Concentrado proteico obtido pelo
protocolo Rapido Alcalino.

O concentrado proteico obtido por Extracdo Sequencial (CES) com
13 bandas supera em numero de subunidades tanto dos outros concentrados

obtidos neste estudo, quanto os registrados nas referéncias da literatura, com
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6 e 4 bandas (AGBOOLA; NG; MILLS, 2005; PARAMAN et al., 2006). Ha a
possibilidade de contaminacao do concentrado por subunidades de prolamina
e albumina (~16 kDa) (KUMAGAI et al., 2006), devido ao isopropanol 60 %

nao solubilizar a prolamina como o etanol 70 % utilizado no protocolo PA.

57 kDa — proglutelina

35-39kDa — orizenina

26 kDa - globulina

19-23 kDa - orizenina

16 kDa- prolamina

13 kDa - prolamina

Figura 11 - Perfis de eletroforese da farinha de arroz (1), CES (2), CPA (3) e CRA  (4). A

direita encontra-se o padrdo de massa molar (5).

Existe também a possibilidade do procedimento ter promovido a
formacdo de polipeptidios menores provavelmente a partir da hidrolise de
ligacBes intermoleculares durante o processo de extracdo com NaOH.

O maior efeito de desnaturacdo ou contaminacgdo foi observado
visualmente no CRA cuja a banda de aproximadamente 14 kDa apresentou

maior intensidade.
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A composicao proteica dos concentrados é a mesma da farinha de
arroz, sendo perceptivel o aumento da concentracdo das subunidades de
orizenina.

Pode-se inferir, pela intensidade das bandas, que o CPA tem maior
concentracdo de orizenina que os demais. As subunidades de a-glutelina (~35
kDa) e B-glutelina (~19 kDa), referentes a orizenina, sao as bandas de maior
intensidade em todos os concentrados proteicos e também na farinha de
arroz. A proglutelina (~57 kDa), um polipeptidio formado pelas subunidades
a-glutelina e B-glutelina por ligacdo dissulfidrica intermolecular, € também

visivel na farinha e nos concentrados (KUMAGAI et al., 2006).

5.2.3. Solubilidade

A solubilidade em diferentes valores de pH dos concentrados
proteicos de orizenina CPA e CRA é baixa como pode ser visto no gréafico a

seguir (Figura 12).
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Figura 12 — Variacdo da solubilidade em fun¢&o do pH dos concentrados proteicos de
orizenina CPA ( o) e CRA (m).

O ponto isoelétrico (pl) dos concentrados proteicos se encontram
préximo ao pH 4,8, como descrito por outros autores (JU; HETTIARACHCHY;
RATH, 2001; CAO et al., 2009; ROMERO et al., 2012). Em valores de pH
extremos (acido ou alcalino) a solubilidade aumentou no CRA. Os maiores
valores de solubilidade foram encontrados em pH 2 e 9 (0,49 % m/v e 0,16 %
m/v, respectivamente) no CRA. Isolados extraidos de variedades de arroz
latino-americanas com aproximadamente 85 % de proteina, e australiana,
com teor de orizenina maior que 94 %, exibiram maior solubilidade em pH
acido ( 50 % m/m) (PINCIROLI et al.,, 2009) e alcalino (0,48 % m/v)
(AGBOOLA; NG; MILLS, 2005), respectivamente. Em ambos estudos citados,

a extracdo foi feita com base no método de Osborne (1907), semelhante ao
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usado na extracdo CPA. Diferencas entre as variedades provavelmente estao
ligadas a estrutura e grau de polimerizacdo da orizenina. O maior grau de
polimerizacdo das subunidades é um fator levaria a formacao de complexos
proteicos maiores e mais insoluveis (KATSUBE-TANAKA et al., 2004).

A dependéncia da solubilidade pelo pH do meio esta relacionada
as caracteristicas fisico-quimicas da orizenina. Esta proteina possui elevada
massa molar, ligacGes dissulfidricas e interacfes hidrofébicas que a torna
extremamente insolivel em meio aquoso. Entre os dois protocolos de
extracdo, a diferenca observada pode ser atribuida a contaminacdo por
prolamina devido a auséncia de uma etapa para extrai-la no RA.

A partir dos perfis de eletroforese SDS-PAGE observa-se no CRA
uma maior intensidade de polipeptideos de baixa massa molar que resultou
em aumento na solubilidade, enquanto o CPA exibiu maior intensidade nas

bandas de orizenina (35 e 19 kDa) que diminui a solubilidade.

5.2.4. Propriedades Interfaciais

A atividade na interface, ou seja, a habilidade de diminuir a tenséo
interfacial das solucées de CRA e CPA na interface 6leo/agua em pH 2; 4,8 e
9 (Figura 13) apresenta um comportamento comum as proteinas em geral. Ao
longo do tempo ha uma queda tipica na tensao interfacial, rapida inicialmente
devido a rapida adsorcéo das proteinas na interface.

Andalise dos resultados na Tabela 13, onde k1 € a taxa de adsorcéo
das proteinas na interface, k2 € a constante do tempo de adsorcao e yeq € a

tensdo interfacial de equilibrio, permite concluir que as maiores taxas de
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Figura 13 - Tensdao interfacial (mN/m) em pH 2; 4,8 e 9 dos concentrados proteicos.
Representados por e controle; cCPA; YCPA_S; A CRA; aCRA_S.
adsorcao (k1) sdo observadas no CRA e CRA_S indicando que as proteinas
presentes sdo mais rapidas na adsorcado na interface em pH 4,8 e pH 9 ou
que a presenca de ions sodio (Na*) remanescentes do protocolo de extracao
RA contribuissem para este resultado. Em emulsdes, concentracdes de NaCl
de até 10 mM podem aumentar o potencial zeta de 10 mV para valores
absolutos de até 90 mV, ou seja, os ions na interface diminuiriam a tenséo
interfacial devido ao efeito de repulséo eletrostatica (TADROS, 2013).

O tempo para que ocorra a adsorcao até o equilibrio, considerando
a constante k2, tende a aumentar no pH em que as proteinas estao proximas
ao ponto isoelétrico. Proximo a este ponto, as proteinas tém sua carga

neutralizada, diminuindo a repulséo eletrostatica e provocando agregacao e
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floculacdo das proteinas adsorvidas na interface. Esta movimentacdo na
interface permanece até se alcancar um equilibrio e pode levar horas

(ROMERO et al., 2012).

Tabela 13 - Constantes da equaga@o ( ¥ = Yeq + K1 - exp(—k,t) que descreve a cinética
da queda da tensao interfacial em funcao do pH (2;4,8 e 9) e uso da sonicacdo nos
concentrados proteicos de orizenina (CPA_S e CRA_S).

pH Amostra Yeq K1 K2 R?
(mN/m) (min-1)

2 CPA 14,1 7,809 2,08x103 0,946
CPA_S 9,8 9,011 1,21x10°3 0,974

CRA 8.8 6,348 4,09x103 0,973

CRA_S 9,6 10,460 1,60x103 0,995

4.8 CPA 13,8 8,055 3,29x10* 0,989
CPA_S 12,9 10,020 5,15x10*4 0,987

CRA 4.6 17,760 3,85x10* 0,986
CRA_S 8.8 12,590 9,27x10*4 0,952

9 CPA 14,2 5,590 1,21x103 0,995
CPA_S 8,6 10,640 1,74x10°3 0,908

CRA 8,0 13,800 1,22x103 0,984

CRA_S 6,3 14,000 1,31x10°3 0,983

Yeq: TENsAo interfacial de equilibrio; k1. taxa de adsorgdo; k». constante de decaimento da
tensdo na interface; CPA — Concentrado proteico obtido pelo protocolo Precipita¢éo por TCA,;
CPA_S — Concentrado proteico obtido pelo protocolo Precipitagdo por TCA sonicado; CRA -
Concentrado proteico obtido pelo protocolo Rapido Alcalino; CRA_S — Concentrado proteico
obtido pelo protocolo Répido Alcalino sonicado.

A sonicacédo foi realizada com a expectativa de melhora desta
propriedade. Seu efeito na conformagéo das proteinas poderia torna-las mais
ativas na superficie, aumentar a velocidade de adsorcédo das proteinas na

interface e diminuir a tenséo de equilibrio. No entanto, os resultados néo sao
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conclusivos a respeito do efeito e impacto da sonicacdo nas propriedades
técnico-funcionais e devem ser melhor investigados.

Proteinas do soro de leite, por exemplo, tem suas propriedades
funcionais afetadas por sonicacédo (20 kHz/15 minutos). A alta intensidade do
tratamento aumenta a solubilidade da proteina ao modificar a conformacéao e
estrutura, de maneira que as partes hidrofilicas dos aminoacidos voltadas
para o interior sejam voltadas para a agua. Este tratamento também leva a
diminuicdo da massa molar da proteina o que implica em grande area da
proteina € coberta por moléculas de agua. A hidrélise da proteina do soro
geralmente resulta no aumento da capacidade de formacdo de espumas
devido ao efeito de homogeneizacéo (dispersado das proteinas) da sonicacéo
(JAMBRAK et al., 2008).

Neste estudo, o tempo néo foi suficiente para atingir o equilibrio em
todos valores de pH, mas os modelos de cinética de adsorcdo ajustados
descrevem a variacdo da tensdo com o tempo (R? > 0,90). As menores
tensdes de equilibrio foram obtidas em solucdes de CRA. A leitura dos
graficos destaca uma tendéncia, mesmo com o tratamento de sonicacéo, de
todas as solugdes convergirem para a mesma tensdo de equilibrio e
favorecimento da atividade na interface em meio basico.

A maioria das proteinas diminuem a tensdo na interface agua/dleo
para cerca de 15 mN-m?! (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2008). Em
estudos com concentrado proteico de arroz com 75% de proteina total, a
tensdo de equilibrio foi de 10,8 mN-m?! e 12,2 mN-m*! em pH 2 e 8,

respectivamente (ROMERO et al., 2012). Em proteina de batata a tensao de
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equilibrio atingiu valores menores de 10 € 9,2 mN-m! em pH 2 e 8 (ROMERO
et al., 2011).

Para compreender o processo de emulsificacdo e de formacao de
espuma é importante obter informacdes sobre a tensdo interfacial. A
estabilidade da emulsao depende da diminuicdo da tenséo interfacial e € uma
das caracteristicas mais importantes para aplicacdo na industria de alimentos

(MCCLEMENTS, 1999).

5.2.5. Propriedades emulsificantes

¢ Avaliacdo macroscépica: indice de cremeacéao

A atividade na interface O/A das proteinas do concentrado proteico
de orizenina tende a estabilizar as goticulas da emulséo e impedir a floculacéo
por um curto periodo de tempo (Figura 14). A combinacdo de repulsédo
eletrostatica, estérica, e a variacdo do pH contribuem para instabilidade,

sendo alta nos concentrados proteicos testados.
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Na Figura 15 é possivel atestar visualmente que ap6s 30 minutos
depois de formadas todas as emulsdes apresentavam separacao das fases.
A homogeneidade das emulsdes caracteriza a dificuldade de se produzir
emulsdes com 0s concentrados proteicos de orizenina, sendo possivel ver
gotas de corante e 6leo ndo emulsionadas no tempo 0. As emulsGes mais
homogéneas foram obtidas no pH 9 e o estudo de tenséo interfacial O/A ja
indicava que neste pH as proteinas do concentrado proteico deixariam as
emulsdes mais estaveis porque reduziram a tenséo interfacial para valores

relativamente baixos.

Figura 15 - Imagens das emulsbes O/A estabilizadas com concentrado proteico de
orizenina obtido pelo protocolo Precipitacdo por TCA e Répido alcalino (CPA e CR A) e
sonicados (CPA_S e CRA_S) em pH 2, 4,8 e 9 imediatamente apos preparo (0’) e apés
30 minutos (30’).

O tratamento de sonicagdo visualmente ndo provocou mudancgas
na maioria das emulsdes, mas em pH 2 foi observado uma melhor distribuicéo
das goticulas de 6leo no meio.

A Tabela 14 apresenta as médias do indice de cremeacdo no

7

equilibrio (ICeq) € da taxa de cremeacado (k), € um resumo do estudo da
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cinética da separacéo de fases e pode ajudar a compreender melhor o que foi
observado visualmente. Os dois tipos de concentrado proteico, o tratamento

de sonicacao e o pH foram os fatores testados.

Tabela 14 — indice de cremeac&o no equilibrio ( ICeq (%)), taxa de cremeacéo ( k (min-1)),
coeficiente de determinacéo (R 2) da equacdo ajustada da cinética de cremeacdo (  IC =
1C.,(1 — eC*Y) e o erro percentual absoluto médio MAPE (%).

oH Amostra [Ceq (%) K (min-1) R? MAPE (%)
2 CPA 5,7 2,06 0,000 9,7
CPA_S 4.8 1,18 0,059 12,3
CRA 5,8 3,01 0,995 0,0
CRA_S 4,5 2,52 0,920 8,6
4.8 CPA 8,6 0,85 0,950 7,0
CPA_S 5,9 1,24 0,000 7,8
CRA 9,5 0,68 0,940 6,8
CRA_S 4.4 0,88 0,840 4,3
9 CPA 8,4 0,76 0,905 10,2
CPA_S 9,6 2,48 0,970 3,2
CRA 7,3 0,70 0,860 10,6
CRA_S 7,9 0,66 0,880 10,6

CPA — Concentrado proteico obtido pelo protocolo Precipitacdo por TCA; CPA S -
Concentrado proteico obtido pelo protocolo Precipitagdo por TCA sonicado; CRA -
Concentrado proteico obtido pelo protocolo Rapido Alcalino; CRA_S — Concentrado proteico
obtido pelo protocolo Rapido Alcalino sonicado

O ajuste do modelo de regresséao néo linear que descreve a cinética
de cremeacdo nédo explica a variacdo do IC com o tempo para todas as
amostras e de fato, as curvas das emulsbes em pH 2 ndo tem comportamento

semelhante as demais.
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A interacdo entre os fatores nédo € significativa, mas o fator pH tem
influéncia sobre a constante kK ao nivel de 10 % de probabilidade (Tabela 15).
Em pH 4,8, foi observada a menor constante k, que pode ser reflexo de uma

adsorcao mais rapida das proteinas na interface retardando a cremeacéao.

Tabela 15 - Médias da constante k (min) das emulsdes no pH 2,4,8e 9

pH K (minY)
2 2,192

4,8 0,91°
9 1,142

Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si (p > 0,1) pelo teste Tukey.

O indice de cremeacédo no equilibrio reflete a separacéo de fases
até a estabilizacdo deste. Portanto, um ICeq menor que 10 %v/v assinala que
0 concentrado proteico é capaz de manter parte do 6leo emulsionado até o
fim do experimento. A interacdo entre o tipo de concentrado proteico de
orizenina e o pH do meio foi significativa ao nivel de 10 % de probabilidade.

O ICeq do CPA e CRA, no pH 2, séo os menores (Tabela 16), mas
visualmente sdo as emulsdes mais instaveis. As emulsfes estabilizadas por
CPA em pH 9 tem o maior ICeq € S0 as emulsées de menor instabilidade. A
falta de homogeneidade das emulsdes, pode ser o principal motivo para essas

divergéncias, mas ainda assim todas as médias sdo menores que 10 % v/v.

Tabela 16 - Médias do IC ¢ das emulsdes estabilizadas por CPAe CRA em pH2,4,8¢e 9.

pH 2 pH 4,8 pH 9
CPA 5,3Ba 7,37Ba 9,0Aa
CRA 5,2Aa 7,07 7,6

Médias seguidas por letras mailsculas iguais, ha mesma linha, ndo diferem entre si ao nivel
de 10 % de probabilidade pelo teste Tukey. Médias seguidas por letras mindsculas iguais, na
mesma coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 10 % de probabilidade pelo teste Tukey.

No pH 2, o comportamento de CPA nao pode ser avaliado de forma
conclusiva (R? < 0), mas neste pH as emulsdes apresentam a maior média da

taxa de cremeacdo, confirmado pela analise visual das emulsdes formadas
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gque eram as mais heterogéneas imediatamente apds a homogeneizacéo
(tempo 0’). O resultado esperado nesse pH, ao avaliar os resultados de tenséo
interfacial, era de emulsdes tao estaveis quanto as do pH 9 e menor taxa de
cremeacdo. Embora o ICeq menor, aparentemente os pontos de acumulo de
0leo ndo homogeneizado ndo cremearam e ficaram na parede dos tubos
subestimando o resultado.

A sonicacédo ndo tem efeito significativo nos parametros analisados
(p > 0,1). A sonicacdo em CPA e CRA provavelmente ndo altera
caracteristicas das proteinas ligados a estabilidade de emulsées como
repulsdo estérica e eletrostatica (BOS; VLIET, 2001). O pH tem efeito
significativo (p < 0,1), onde o pH 2 e pH 9 séo, respectivamente, as menores
e maiores medias

A estabilidade das emulsées O/A depende do desdobramento e
interacdo das moléculas de proteinas na superficie das goticulas de 6leo. Em
diferentes valores de pH as proteinas apresentam diferentes cargas, nos
extremos, acido ou basico, a carga das proteinas aumenta e quando esta
carga é suficientemente grande previne a coalescéncia das goticulas devido
a repulséo eletrostatica entre elas. Quando as proteinas se encontram no pl
e a carga € nula, as forcas repulsivas ndo previnem a coalescéncia e a
instabilidade da emulsdo aumenta (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA,
2008).

Estudos com concentrados e isolados proteicos confirmam a baixa
capacidade emulsificante e a estabilidade das emulsdes O/A formadas com
concentrado proteico de orizenina em relacédo a proteinas como a albumina

do sérum bovino e uma relacdo entre a tenséo interfacial e capacidade
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emulsificante (ANDERSON; HETTIARACHCHY; JU, 2001; CAO et al., 2009;
PINCIROLI et al., 2009; HAMADA et al., 2013).

Quando a farinha de trigo é misturada, lipideos ndo polares
presentes naturalmente na forma de 6leo sdo emulsificados. A massa &,
portanto, uma emulsdo O/A. Esta emulsdo € estabilizada por um filme
interfacial de moléculas anfifilicas, que podem ser proteinas (ELIASSON;
LARSSON, 1993). Na farinha de trigo, a maioria dos lipideos polares e uma
fracdo significante dos ndo polares estdo associados firmemente ao gluten,
permitindo a retencdo de CO2 e assim sdo responsaveis pelo volume dos
paes. A interacdo entre lipideos e amido pode diminuir a velocidade de
retrogradacdo. Uma proteina com boa capacidade emulsificante, portanto, €
importante para panificacdo e em paes sem glaten podem eliminar a adicéo

de emulsificantes (STAUFFER, 2007; DEMIRKESEN et al., 2010).

e Avaliacdo microscopica: distribuicdo de diametro das

goticulas da emulsao

As emulsdes avaliadas neste trabalho foram homogeneizadas com
Ultra - Turrax e este método ndo permite a formacdo de pequenas gotas
monodispersas. As micrografias das emulsdes mostram que as

macroemulsdes formadas séo polidispersas (Figura 16).
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pH CPA CPA_S CRA CRA S

4,8

Figura 16 - Micrografias das emulsdes O/A com concentrado proteico de orizenina e 10 % (m/m) de 6leo de girassol. Ba rra de escala =10 p m.
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O tamanho médio das gotas variou de 9,40 um a 2,37 um, a
interacdo entre os trés fatores testados foi significativa (p < 0,1). As médias
dos doze tratamentos resultantes da interacao de terceiro grau (Tabela 17),
desdobrados em funcdo do pH mostram que as maiores gotas de emulsdes
ocorreram no pH 4,8 e 9.

Nas condi¢cdes mais proximas do pl, onde as proteinas tém carga
nula, as gotas sdo maiores devido as forcas repulsivas diminuirem e néo
prevenirem as gotas de se agregarem. Longe do pl, as forcas repulsivas néo
sao fortes o suficiente para evitar a coalescéncia das gotas.

Os tratamentos com menor tamanho médio de gotas se encontram
em pH 2, onde as proteinas sdo ligeiramente mais solUveis e segundo o

estudo das emulsdes sdo as menos instaveis.

Tabela 17 - Tamanho médio de gotas (d 32) em pm das emulsdes estabilizadas com
concentrado proteico de orizenina (CPA e CRA) sonicados ou ndo em diferentes
valores de pH.

Sonicag¢ ao CoFr)lcetnFrado pH
roteico pH 2 pH 4.8 PH 9
Sim CPA 6,57 +259% 612+1,72°0 448+ 1,534
CRA 4,68+1,06°% 886 +4,55% 6,53+ 3,070
NETs CPA 237+1285 040+3,65% 700+ 2004
CRA 513+069% 4,93+1,79% 507+ 2814

Médias seguidas por letras mailsculas iguais, ha mesma linha, ndo diferem entre si ao nivel
de 10 % de probabilidade pelo teste Tukey. Médias seguidas por letras mindsculas iguais, na
mesma coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 10 % de probabilidade pelo teste Tukey. CPA
— Concentrado proteico obtido pelo protocolo Precipitagéo por TCA; CPA_S — Concentrado
proteico obtido pelo protocolo Precipitacdo por TCA sonicado; CRA - Concentrado proteico
obtido pelo protocolo Rapido Alcalino; CRA_S — Concentrado proteico obtido pelo protocolo
Rapido Alcalino sonicado.

Observa-se que nas micrografias das emulsbes ha uma baixa
dispersdo de gotas na fase observada. Os resultados confirmam as
observacbes feitas quanto a instabilidade das emulsdes refletindo na

dificuldade em encontrar gotas que ainda ndo haviam coalescido e que

76



permaneciam na fase fotografada. Em pH 9, com CPA e CPA_S, a densidade
de gotas aparentemente € maior.

O uso de um homogeneizador de alta presséo poderia melhorar a
estabilidade ao diminuir o tamanho das gotas. Quanto maior a pressao, menor
o tamanho das gotas e maior a estabilidade da emulsdo (MCCLEMENTS,
1999). A reducédo do tamanho das particulas provocada pelo aumento de
pressdo gera um aumento da area interfacial que possibilita maior interacéo
com as proteinas.

Emulsdes estabilizadas por isolado proteico de orizenina em pH 7,
homogeneizadas sob alta pressao (14,3 mPa) resultou em ds2 menores que
2 um, mas ainda séo valores altos quando comparadas com proteinas com
boa capacidade emulsificante, como a proteina de soja (AGBOOLA; NG;

MILLS, 2005; WANG et al., 2012).

5.2.6. Propriedades espumantes

Apenas as proteinas do CPA foram capazes de formar espuma nas
condicOes testadas (Figura 17).

Em pH 4,8, pl da orizenina, as proteinas do arroz tém a menor
solubilidade. O CRA em pH 9, apesar da solubilidade ser relativamente maior
que no pH 4,8 ndo houve formacéo de espuma, o que leva a acreditar que a
concentragéo de proteinas soluveis foi fator determinante na capacidade de
formacdo de espuma, como foi demonstrado nos estudos com concentrado
proteico de arroz (HOU; ZHU; LI, 2010) e ovoalbumina (FRANCO et al., 2015).

A densidade da espuma € uma propriedade muito importante por

ter influéncia na estabilidade, pois menores densidades sdo mais favoraveis
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a esta (FRANCO et al., 2015). A densidade das espumas formadas nas
solucdes de concentrado proteico de orizenina em pH 2 foram iguais (p > 0,1),
ou seja, o tratamento de sonicacdo néo afetou esta propriedade (Tabela 18).
Em solucdes de proteina da clara do ovo com concentracao de 0,3 % pode-
se chegar até 0,118 g-cm™ e a fracdo volumétrica de ar a 0,89 (PTASZEK et
al., 2015), uma evidéncia de que o concentrado proteico de orizenina nao
possui boa capacidade de formacdo de espuma. Proteinas conhecidas por
sua capacidade de formacdo de espuma, caseina e ovoalbumina, em pH 2
sdo instaveis ou ndo exibem capacidade de formacdo de espuma

(NARSIMHAN, 2000).

Figura 17 - Aspecto das espumas formadas pelo CPA (A) e CPA _S (B) em pH 2.

A fracdo volumétrica de ar incorporado na espuma é inversamente
proporcional a densidade das espumas. Espumas mais densas contém mais
umidade, incorporam menos ar e sdo menos estaveis. O concentrado proteico
de orizenina atingiu um valor maximo de 0,15. A relacdo entre fracéo
volumétrica de ar e expansdo da espuma é diretamente proporcional.
Proteinas com boa capacidade de formacédo de espuma, como a proteina da
clara do ovo, atingem uma expansdo maior que 100 % (PTASZEK et al.,

2015).
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Tabela 18 - Densidade (g.cm %), fracdo volumétrica de ar (  ¢) e expanséo da espuma (%)
das espumas formadas com CPA em pH 2.

Densidade Fracao Expansdo da
(g-cm-3) volumétrica de espuma (%)
ar (¢)
CPA 0,88 + 0,05 0,11 + 0,05 13,53 £ 6,95
CPA_S 0,84 + 0,00 0,15+ 0,00 18,98 + 0,53

CPA — Concentrado proteico obtido pelo protocolo Precipitagdo por TCA; CPA S -
Concentrado proteico obtido pelo protocolo Precipitacdo por TCA sonicado

A formacédo de espuma também depende da atividade interfacial
das proteinas. A tensao interfacial depende da solubilidade na fase aquosa
das proteinas, por meio da qual a espuma é formada, de forma que elas
adsorvam na superficie das bolhas. A diminuicdo desta tensdo permite a
encapsulacao e retencéo do ar com gasto menor de energia. No entanto, pode
ser possivel que proteinas menos sollveis sejam transportadas para a
interface através da mistura (WILDE, 2003).

E importante para a panificacdo que durante certas etapas do
processamento quando as bolhas de gas se aproximam, elas permanecam
estaveis como ocorre em uma espuma. Caso contrario, as bolhas de gas
coalescem e a massa vai colapsar. A habilidade da rede de gluten para

suportar as bolhas de gas é muito importante e quando ausente deve ser

substituida por agentes que estabilizem essa estrutura (WILDE, 2003).

5.2.7. Concluséao parcial

Os protocolos de extracdo de orizenina utilizados neste estudo

produziram concentrados proteicos com maior concentragao de orizenina.
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O protocolo de extracdo mais rapido (RA), foi aquele com maior
rendimento de extracdo e maior teor de proteinas total. O protocolo ES teve o
pior desempenho em relacdo aos outros dois, principalmente em relagéo ao
teor de proteinas total tornando inviavel o uso dos extratos na caracterizacao
funcional.

A interacdo dos fatores concentrado proteico (CRA e CPA), o
tratamento de sonicacao e o pH do meio produziram diferencas significativas
nas propriedades emulsificantes e espumantes. A acdo da sonicacao, neste
caso, ainda é desconhecida e deve ser investigada mais a fundo para verificar
possiveis modificacbes na estrutura da proteina e consequéncias nas
propriedades técnico-funcionais.

As proteinas dos concentrados proteicos de orizenina obtidos neste
estudo apresentaram caracteristicas pouco adequadas quanto a solubilidade,
capacidade emulsificante e de formacdo de espuma para aplicacdo em

alimentos.
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5.3. Caracterizacdo de massas sem gluten formuladas com farinha de
arroz

5.3.1. Propriedades de textura (TPA)

O perfil de textura das massas de pao a base de farinha de arroz
tivera seus modelos de regressao ajustados. As equacodes e os coeficientes
de determinacdo de cada um estdo na Tabela 19.

A dureza foi afetada diretamente pelos trés fatores estudados. A
temperatura (TMP) foi menos significativa que a adi¢cdo de ETG, de CPO, e

que interacdo ETG X CPO.

Tabela 19- EquacgbGes de regressdo e coeficientes de determinacgéo (R? das
propriedades obtidas por meio do teste TPA das massas ndo fermentadas.
Variaveis Equacéo R 2(%)
Dureza (g) -2178,80+114,13CPO+64,96TMP+445 ,45ETG 54 30
g - 11,26ETGTMP !
Ade?g’f)ade 11502 + 72,1TMP - 0,878TMP2 30,64
Elasticidade 0,1766 - 0,001891TMP 36,56

Mastigabilidade 22,86 - 3,36CPO - 0,315TMP + 0,624CP0O? 49,58

- 352 + 18,20 CPO + 68,6 ETG + 10,09 TMP —

Gomosidade 1,698 ETGTMP 48,89
-0,97+0,05TMP+0,049CPO+0,01ETG-6,24x10"
Coesividade 4TMP2-4,47x10*CPOTMP-4,28x103CPOQO?2 - 96.44
4,46x10°ETGTMP-6,23x10“4ETGCPO- ’
3,73x10“ETG?2
Resiliéncia 0,05 + 2,34x10°3 CPO 19,36

TMP: temperatura de mistura; ETG: enzima transglutaminase; CPO: concentrado proteico de
orizenina.

A dureza da massa aumentou com o incremento do teor de ETG,
sendo provavelmente devido a formacdo de ligagbes cruzadas com as

proteinas, aumentado o tamanho dos polimeros e retendo mais agua em sua
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estrutura. A Figura 18 mostra que a adicdo de CPO potencializa o efeito da

ETG.
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Figura 18 - Gréfico de contorno e de superficie de resposta do efeito de ETG (U/g d e

proteina) e CPO (g/100 g de farinha) na dureza (g) das massas de péo a base de farinha

de arroz.

Algumas correlacBes entre outras propriedades de textura e a
dureza foram encontradas (p < 0,01); gomosidade (0,922) e mastigabilidade
(0,880) estdo fortemente correlacionadas, dado que a dureza é um
componente da determinacdo da gomosidade (coesividade x dureza) e,
consequentemente, da mastigabilidade (elasticidade x gomosidade)
(ARMERO; COLLAR, 1997).

A adesividade, de acordo com o modelo de regressao, sofreu
influéncia significativa (p < 0,1) da temperatura de mistura das massas. Ao
analisar os resultados a atencéo se volta para o amido que tem suas
propriedades afetadas pelo calor. O teor presente na massa e a sua
gelatinizac&o estdo relacionados com a adesividade.

Quando os granulos de amido sdo imersos em agua, na

temperatura ambiente, eles incham ao absorver por volta de 20% de agua e
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isto é reversivel. A hidratacdo e inchamento das regibes amorfas, sdo
favorecidas pelo aumento de temperatura, diminuem a disponibilidade de
agua na massa e a fase amorfa é “plastificada” (BEMILLER; WHISTLER,
2009). A reducdo da adesividade da massa, que ocorre até a temperatura de
41 <C, pode ser consequéncia desse fenbmeno.

Ao aumentar a temperatura e a incorporacdo de agua na fase
amorfa aumenta-se a distancia entre as cadeias de amido, permitindo a
lixiviacdo da amilose. Considerando que as moléculas menores de amilose
sdo as primeiras a serem lixiviadas levando a uma mudanca de textura na
massa, a adesividade vai aumentar (BEMILLER; WHISTLER, 2009). Em
macarrao, por exemplo, a adesividade também € mais alta nas fases iniciais
do cozimento e menor no ponto ideal de coccdo (SOZER; DALGIC; KAYA,
2007).

Na Figura 19, observa-se o comportamento da adesividade com o
aumento da temperatura de mistura das massas. Embora o teor de amido
danificado ndo tenha sido quantificado na farinha de arroz utilizada, em
farinhas com granulometria semelhante a utilizada neste trabalho pode
ocorrer até 20 % de amido danificado dependendo do processo de moagem
(NISHITA; BEAN, 1982). Nos gréanulos danificados, o processo descrito
anteriormente, pode ocorrer em temperaturas relativamente baixas como as

temperaturas utilizadas neste estudo.
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Figura 19 — Variacdo da adesividade em funcéo da temperatura de mistura (TMP) da

massa de pao a base de farinha de arroz.

A enzima transglutaminase pode atuar na diminuicdo da
adesividade em conjunto com outras proteinas, como a caseina e albumina,
em massas sem glaten, mas no presente trabalho ETG e CPO néo tiveram
efeito significativo (STORCK et al., 2013).

A adesividade tem grande impacto na maquinabilidade da massa.
Uma menor adesividade facilita 0 manuseio da massa em equipamentos para
panificacdo (ARMERO; COLLAR, 1997). A diminuicdo desta propriedade é
importante para a inddstria e a temperatura de mistura pode ser Util para as
massas sem gluten.

A elasticidade das massas de farinha de arroz foi outra propriedade
de textura influenciada (p < 0,01) pelo fator temperatura de mistura. Na Figura
20 é possivel ver que a relagcéo entre os dois € linear.

A elasticidade é definida como a porcentagem de recuperacéo da

massa apos deformacdo (ARMERO; COLLAR, 1997). Se o tempo entre as
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compressbes é longo o suficiente para eliminar a tensdo da massa,
imediatamente antes da segunda compressao pela sonda, uma forca positiva
sera gravada e a elasticidade sera proxima de 100 % (ARMERO; COLLAR,
1997; MARCO; ROSELL, 2008b). Para massas de pao a elasticidade deve
ser considerada uma consequéncia do descanso e da viscoelasticidade da

massa no inicio da segunda compressao.

0,13

0,1766 - 0,001891TMP R?=36,56%

0,12 4

0,11 4

0,10 A

Elasticidade

0,09 -
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0, 07 T T T T
30 35 40 45 50

TMP (°C)

Figura 20 — Variacdo da elasticidade em funcdo da temperatura de mistura (TMP) da

massa de pao a base de farinha de arroz.

Existe pouca variacéo da elasticidade das formulagdes e este valor
€ baixo se comparado com a elasticidade préxima a 1 em um estudo com
isolados proteicos de soja e ervilha que produziram massas de farinha de
arroz com alta elasticidade ao aumentar o teor de proteinas, mas sem alterar
a temperatura de mistura (MARCO; ROSELL, 2008b).

Segundo Brites e colaboradores (2010) a propriedade elasticidade

estd positivamente associada aos fenbmenos de gelatinizacdo e
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retrogradacéo. A temperatura, neste caso, desempenha um papel importante
na elasticidade das massas de farinha de arroz.

De acordo com os resultados houve uma tendéncia da elasticidade
diminuir com o aumento de temperatura (Tabela 20). De fato, no intervalo de
temperatura testado n&do ocorre uma gelatinizacdo, mas o aumento de
temperatura poderia iniciar uma mudanca na textura da massa devido ao
inchamento dos granulos de amido e lixiviagdo da amilose.

A elasticidade da massa também esta correlacionada com a
coesividade e a dureza, quanto mais macia e mais coesa a massa, melhor a
recuperacdo apds compressdo (MARCO; ROSELL, 2008b), levando a
hipétese de que nas formulacdes testadas o calor influenciou negativamente
na elasticidade ao aumentar a dureza da massa. A massa misturada a 28 C
sem adicdo de CPO e ETG, neste estudo, apresentou maior elasticidade que

as demais.
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Tabela 20- Valores das variaveis de textura obtidos por meio de teste TPA para as massas de pdo a base de farinha de arro Z.

Fatores Variaveis
Tratamentos TMP () ETG (U/lg CPO (g/100g de Dureza Adesividade Elasticidade Coesividade Resiliéncia
de proteina | farinha de arroz) (9) (g/s)
da farinha
de arroz)
controle 28,00 0,00 0,00 340,40 -357,93 0,37 0,40 0,04
1 45,50 2,43 4,80 373,17 -23,00 0,09 0,14 0,05
2 39,00 12,00 3,00 212,95 -31,80 0,13 0,17 0,05
3 39,00 6,00 6,00 999,95 -5,93 0,10 0,15 0,07
4 32,50 2,43 1,20 471,87 -72,27 0,11 0,14 0,05
5 32,50 9,60 4,80 1035,20 -23,70 0,10 0,14 0,06
6 39,00 6,00 3,00 588,40 -1,50 0,10 0,12 0,06
7 45,50 2,43 1,20 966,23 -177,85 0,08 0,14 0,07
8 45,50 9,60 1,20 334,75 -75,80 0,11 0,15 0,05
9 32,50 9,60 1,20 1303,30 -12,95 0,09 0,14 0,07
10 39,00 0,00 3,00 288,70 -10,80 0,10 0,13 0,04
11 39,00 6,00 0,00 323,90 -89,95 0,11 0,15 0,05
12 39,00 6,00 3,00 437,35 -42,40 0,11 0,15 0,06
13 32,45 2,43 4,80 778,35 -48,57 0,11 0,16 0,06
14 28,00 6,00 3,00 368,90 -276,10 0,16 0,18 0,06
15 50,00 6,00 3,00 293,45 -4,20 0,08 0,12 0,05
16 45,50 9,60 4,80 452,40 -15,25 0,09 0,16 0,06

TMP: temperatura de mistura; ETG: enzima transglutaminase; CPO: concentrado proteico de orizenina.
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Uma massa mais elastica € importante para 0 manuseio nas maos
e principalmente nos equipamentos. Assim como nha adesividade
temperaturas mais altas tem efeito antagonista. Deve-se investigar mais a
fundo a influéncia do CPO, devido ao potencial que concentrados proteicos
tem no aumento da elasticidade ja demonstrados em outros trabalhos.

Gomosidade e mastigabilidade sdo propriedades que dependem
da dureza, elasticidade e coesividade e descrevem a sensacdo na boca que
o alimento produz. As massas ndo sao consumidas antes do assamento e,
portanto, ndo sdo relevantes neste estudo.

A resiliéncia é a area formada no perfil durante a retirada da
penetracdo, dividida pela area da primeira penetracdo, representando a
energia absorvida pela massa. Os resultados de resiliéncia estédo
correlacionados (p < 0,01) com a dureza (0,873) das massas de farinha de
arroz. O aumento do teor de concentrado proteico pode aumentar a resiliéncia
das massas. Na prética isso também ajudaria na manipulacdo das massas e
do uso de equipamentos sem comprometer formato e tamanho das pecas.

A coesividade significa 0 qudo bem a amostra resiste a uma
segunda deformacdo em relacdo a sua resisténcia a primeira deformacao.
Esta propriedade em massas de farinha de trigo € um bom indicador da
qualidade dos péaes.

Neste trabalho, o CPO afetou a coesividade, assim como TMP e
ETG. A avaliacdo da equacdo de regressdo e dos graficos mostra que a
interacao significativa (p < 0,1) entre os fatores, levou a coesividade a atingir
um valor maximo de 0,1. Isso ocorreu para a temperatura de mistura de

aproximadamente 40 °C, teor de ETG de aproximadamente 9,7 U/ g de
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proteina na farinha de arroz e 2,9 g de CPO por 100g de farinha de arroz

(Figura 21).
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Figura 21 - Grafico de contorno e superficie de resposta do efeito de ETG (U/g de

proteina na farinha de arroz) e CPO (g/100 g de farinha) na coesividade das massas de
farinha de arroz.

Em massas de farinha de arroz, a coesividade pode ser afetada
pelo teor de proteina de soja, como foi reportado por Marco e Rosell (2008).
As massas mais duras, com maior teor de proteina, sofreram danos
permanentes, na estrutura interna, maiores que as massas mais leves
submetidas a mesma deformacgéo.

A coesividade tem correlagéo (p < 0,1) com caracteristicas dos
paes, como a firmeza de miolo dos paes no dia do processamento (0,422) e
apos 24h de armazenamento (0,586). A dureza também esta correlacionada
com a firmeza de miolo apods 48h (-0,487), perda de massa (-0,542) e volume
especifico (- 0,496).

Assim, as propriedades de textura das massas de farinha de arroz,
como das massas de farinha de trigo, mostram-se boas preditoras das

caracteristicas de qualidade dos paes. Investigar outros niveis das variaveis
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significativas e buscar técnicas de medicado dessas propriedades de textura
gue levem a resultados mais precisos e mais proximos das caracteristicas

adequadas para panificacao € de extrema importancia.

5.3.2. Propriedades reologicas

O comportamento das massas submetidas ao teste de varredura
de frequéncia em redmetro de tensdo controlada mostrou semelhancas aos
reportados na literatura durante estudos reoldgicos dinamicos para massas
sem glaten (GUJRAL; ROSELL, 2004; SIVARAMAKRISHNAN; SENGE;
CHATTOPADHYAY, 2004; MARCO; ROSELL, 2008b; PRUSKA-KEDZIOR et
al., 2008; RONDA et al., 2013; TURKUT et al.,, 2016). Na Tabela 21 séao
apresentados as equacfes de regressao e o0s respectivos coeficientes de

determinacéo (R?).

Tabela 21 - Equagtes de regressao e coeficientes de determinacdo (R ?) da tangente &,
G'edo G"alHz.

Variavel Equacao R%(%)
G’ 3,63 x10°+ 1,55 x 10°CPO +1,19 x 10°ETG 3056

— 3,95 x 10*CPOETG !
G” 7,00 x 10° — 3,55 x 10°CPO + 4,90 x 104 CPOCPO 36,68
Tan & 1,88 - 0,24CPO - 0,19ETG - 0,026 TMP + 0,02CPQO?2 78.41
+ 0,012CPOETG + 0,0034TMPETG !

TMP: temperatura de mistura; ETG: enzima transglutaminase; CPO: concentrado proteico de
orizenina

As caracteristicas reoldgicas da massa séo fatores essenciais para
determinacdo da qualidade dos pées. Massa de pédo é viscoelastica e
exibe caracteristicas elasticas e fluidas (BELTON; ANGLIA, 2003). As
massa de pdo sem glaten, inclusive a formulagdo controle, podem ser
caracterizadas como geéis macios ou solidos viscoelasticos com o0 moédulo
elastico (G’) maior que o moédulo viscoso (G”) (SANZ; SALVADOR,;

FISZMAN, 2007; ZIOBRO et al., 2013). A Figura 22 é um reograma da
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formulacdo controle que ilustra o comportamento tipico das massas
durante o teste oscilatorio, onde G’ > G” e tan & < 1 na frequéncia de 1Hz,

caracteristico de géis macios e fracos.
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Figura 22 - Perfil reolégico de massa para péo a base de farinha de arroz sem adica 0

de concentrado proteico e enzima transglutaminase misturada a 28 .

O fator concentrado proteico de orizenina juntamente com a enzima
transglutaminase séo os mais relevantes (p <0,1) para explicar a varia¢do dos
modulos de G’ e G” medidos na frequéncia de 1 Hz, valor de frequéncia
adotado e escolhido de forma totalmente eventual (THOMAS; ZAIKOV, 2010).

Aumento e reducdo do teor de orizenina e ETG
concomitantemente, diminuiram o modulo elastico G’ nas condigdes testadas.
Porém, quando a concentracdo dos dois aumenta isoladamente uma
tendéncia no aumento deste modulo ocorreu. Isto é um indicativo de
fortalecimento da massa de farinha de arroz. Considerando que pela acao da

ETG as proteinas da massa sofreram modificacdes pela formacgéo de ligacdes
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cruzadas e aumento da massa molar, houve um aumento da interacdo com a
agua e aumento da resisténcia da massa.

Quanto a interacdo entre os dois fatores ETG e CPO, houve
diminuicdo do moédulo elastico mostrando que as massas sofreram um
enfraquecimento da estrutura, provavelmente a quantidade de agua foi
insuficiente para quantidade de CPO e enzima adicionados e uma provavel
interrupcdo da estrutura da massa por amido e proteinas ndo completamente
hidratados. O grafico de contorno ilustra a interacdo CPO e ETG (Figura 23).

A temperatura de mistura nao teve efeito significativo (p > 0,1) nesta resposta.
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Figura 23- Grafico de contorno da superficie de resposta do médulo G' a 1 Hz das

formulac6es de massas de péo a base de farinha de arroz em fungéo de CPO e ETG.
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Massas de farinha de trigo quando submetidas ao mesmo teste,
com absor¢do de agua por volta de 60 %, alcangcaram a magnitude de 104
para G’ a 1 Hz quando se fez uso de farinha ndo adequada para panificagao
e 10° para farinha adequada (SKENDI; PAPAGEORGIOU; BILIADERIS,
2010; MACHADO, 2012). Em massas de farinha de arroz adicionadas da
protease ciclodextrina foi observada queda do moddulo elastico e da
consisténcia da massa, efeito da modificacdo na estrutura das proteinas, sem
aumento da massa molar e absorcao de agua (GUJRAL et al., 2003). Massa
para pdo sem glaten com 90% de agua na formulacdo sdo capazes de
produzir um efeito semelhante as massas de farinha de trigo com 60% para
G’ a1 Hz (GUJRAL et al., 2003). Ha uma tendéncia de queda do médulo G’
em menores concentracfes de ETG e CPO que deve ser investigada em
outros niveis em busca de otimizacdo das variaveis.

Para o modulo viscoso (G”), de acordo com o modelo ajustado
quadratico (Tabela 21), o fator CPO é o mais importante para explicar sua
variacdo. Embora o coeficiente de determinacdo seja relativamente baixo
podemos inferir que ha um limite para adicdo do CPO e é o ponto minimo
localizado em 3,62 g/100g de CPO (Figura 24). Estatisticamente, quando o
objetivo é avaliar como mudancas nos fatores influenciam nas respostas e se
eles sdo significativos, um valor baixo de R? néo interfere nesta interpretacéo
(FROST, 2014). Uma massa de farinha de trigo com boa qualidade para
panificacdo atinge valores entre 10* e 102 e com a mesma tendéncia de
crescimento observada na frequéncia de G’, mas com valores inferiores. Para
atingir valores menores que os observados, que variam entre 10% e 10°, o teor

de CPO deveria estar entre 3 e 4 g/100g de farinha de farinha de arroz.
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Figura 24 — Variagdo de G" a 1 Hz de massa de farinha de arroz em funcdo de CPO

(g/100g de farinha de arroz).

A equacdo de regressao de tan 6 a 1 Hz (Tabela 21) diferentemente
das duas anteriores inclui o fator temperatura de mistura (TMP), mas ainda
assim este ndo € o fator mais significativo do modelo.

A tan & na frequéncia de 1 Hz varia entre 0,022 e 0,8112 (Tabela
22) 0 que é caracteristico de sistemas conhecidos como géis fracos e séo
semelhantes com observacbes em massas sem gluten com adicdo de
concentrados e isolados de proteinas como albumina e proteina de soja

(ZIOBRO et al., 2013).
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Tabela 22- Valores de G’, G” e tan 8 a 1 Hz para massas sem glaten a base de farinha de arroz.

Fatores Variaveis

Tratamentos | TMP () | ETG (U/g de proteina da farinha) | CPO (g/100g de farinha de arroz) G’ (Pa) | G”(Pa) | Tan d
Controle 28,00 0,00 0,00 890800 | 116900 | 0,1312
1 45,50 2,40 4,80 421700 57150 |0,1355

2 39,00 12,00 3,00 784500 | 17250 |0,0220

3 39,00 6,00 6,00 918100 | 118100 | 0,1286

4 32,50 2,40 1,20 1457000 | 1064000 | 0,8112

5 32,50 9,60 4,80 660900 | 112800 | 0,1707

6 39,00 6,00 3,00 1057000 | 135800 | 0,1285

7 45,50 2,40 1,20 464900 | 116600 | 0,2508

8 45,50 9,60 1,20 363000 66230 | 0,1825

9 32,50 9,60 1,20 1083000 | 157500 | 0,1454

10 39,00 0,00 3,00 1078000 | 354900 | 0,3292

11 39,00 6,00 0,00 1487000 | 632400 | 0,4253

12 39,00 6,00 3,00 694800 94060 | 0,1354

13 32,50 2,40 4,80 1529000 | 351300 | 0,2298

14 28,00 6,00 3,00 524900 | 20050 |0,0382

15 50,00 6,00 3,00 621600 14670 | 0,0236

16 45,50 9,60 4,80 188600 | 38110 |0,2021

TMP: temperatura de mistura; ETG: enzima transglutaminase; CPO: concentrado proteico de orizenina; G’: médulo elastico; G”: moédulo viscoso e Tan o:

tangente do angulo de fase.
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Como as massas de pao necessitam de um equilibrio entre
propriedades elasticas (formacédo de filme e retencdo de gas) e viscosas
(adsorcéo de proteinas na interface e flexibilidade para expanséo de gas) a
tan & pode ser investigada como marcador de performance (LAZARIDOU et
al., 2007). Assim como nas respostas anteriores, teores maiores de CPO e
ETG podem induzir resultados mais proximos de massas mais adequadas
para panificacao (Figura 25). A farinha de trigo apresenta valores entre 0,2 e
0,5 dependendo do variedade do trigo e qualidade da proteina (SHEWRY;

HARDT; BOOM; VAN DER GOOT, 2014).
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Figura 25 — Gréfico do contorno da superficie de resposta para tan 6 (1 Hz) em funcéo

de ETG (U/g de proteina da farinha de arroz) e CPO (g/100g de farinha de arroz ).
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5.3.3. Propriedades térmicas

Temperaturas associadas a gelatinizacdo (inicial e de pico),
variacdo da temperatura de gelatinizacdo (AT= T+To) e entalpia (AH), neste
estudo, foram influenciados pelos fatores CPO, ETG e TMP. Para investigar
as possiveis mudancas que possam ocorrer has massas devido a adi¢do de
orizenina, uso de enzima transglutaminase e mudancas na temperatura de
mistura, a faixa de temperatura de gelatinizacdo (AT) e a variacdo de entalpia
(AH) foram avaliadas.

Os modelos de regressdo foram ajustados para as respostas
medidas por calorimetria diferencial de varredura (DSC) com o objetivo de

caracterizar a gelatinizacdo do amido nas massas (Tabela 23).

Tabela 23 - Equacgdes de regressdo e coeficientes de determinacdo (R ?) para as
variavels T , (T), T, (T) AT (T) e AH (J/g) nas massas de pdo fermentadas.

Variavel Equagao R? (%)
49,29 + 2,047ETG + 0,279TMP -

T (e 0,0420ETGTMP Sz
Tp (T) 62,5 + 0,293ETG 27,70
79,6 - 3,84CPO - 4,577ETG - 2,344TMP +
AT (C) 0,0925ETG2 + 0,02047TMP2+ 0,0956CPOTMP 83,92
+ 0,0789ETGTMP
AH (Jig) 2,841 - 0,239ETG- 63.25

0,0505TMP+0,00494ETGTMP
TMP: temperatura de mistura; ETG: enzima transglutaminase; CPO: concentrado proteico de
orizenina; To: temperatura inicial; Tp: temperatura de pico; AT: faixa temperatura
de gelatinizacdo e AH (J/g): entalpia de gelatinizacao.

As temperaturas de transicdo do amido de arroz dependem da
variedade e do teor de amilose/amilopectina, teor de agua e outras condicoes,
mas em média a temperatura inicial (To) é de 64 T, a temperatura de pic o
(Tp) € 68 T, a temperatura final (Tf) é de 74 T e entalpia (AH) de 10 J/g
(GALLAGHER, 2009). Nas farinhas de arroz a gelatinizacdo ocorre em

temperaturas maiores e entalpia menor que as observadas. Nas massas de
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pao e na farinha de arroz, além do amido temos outros biopolimeros
importantes, como as proteinas e lipideos que afetam a absorcao de agua das
amostras para atingir a consisténcia desejada e alteram os parametros
determinados via DSC (MOREIRA; CHENLO; ARUFE, 2015).

A temperatura inicial de gelatinizacdo, neste estudo, variou entre
59,07 T e 66,46 T e sofreu influéncia (p < 0,1) de TMP e ETG (T abela 24).
O aumento da temperatura de mistura (TMP) levou a um aumento de To

guando néo foi adicionada ETG na massa (Figura 26).
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Figura 26- Gréfico de contorno da superficie de resposta para temperatura inicial de

gelatinizacdo (T o) das massas de farinha de arroz em fun¢éo de TMP e do teor de ETG.
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Tabela 24 - Valores de temperatura inicial (T o), temperatura de pico (T ), variacdo da temperatura de gelatinizacdo (  AT), entalpia de gelatinizagao
(AH) para massas sem gllten a base de farinha de arroz.

Fatores Variavéis
ETG (U/g de
roteina na CPO(g/100g de
Tratamentos TMP(C) pfarinha i farinhgg ” argroz) To(C) To(T) AT(C) | AH (J/g)
arroz)

controle 28,00 0,00 0,00 63,94 64,97 18,26 -0,43
1 45,50 2,43 4,80 60,82 63,75 16,48 -0,58
2 39,00 12,00 3,00 66,46 70,56 14,78 -0,13
3 39,00 6,00 6,00 63,28 63,38 11,65 -0,38
4 32,50 2,43 1,20
5 32,50 9,60 4,80 64,14 64,53 11,73 -0,55
6 39,00 6,00 3,00 63,47 64,54 12,77 -0,63
7 45,50 2,43 1,20 63,04 64,6 13,27 -0,60
8 45,50 9,60 1,20 61,83 63,16 14,07 -0,73
9 32,50 9,60 1,20 64,19 64,28 11,60 -0,45
10 39,00 0,00 3,00 59,07 62,27 18,98 -0,71
11 39,00 6,00 0,00 62,73 64,92 15,28 -0,57
12 39,00 6,00 3,00 63,56 64,78 13,82 -0,80
13 32,45 2,43 4,80 60,61 62,66 16,92 -1,08
14 28,00 6,00 3,00 62,46 63,6 15,94 -0,81
15 50,00 6,00 3,00 64,74 65,3 16,11 -0,24
16 45,50 9,60 4,80 61,89 62,6 17,04 -0,28

TMP: temperatura de mistura; ETG: enzima transglutaminase; CPO: concentrado proteico de orizenina; To : temperatura inicial; Tp: temperatura de
pico; AT : faixa temperatura de gelatinizacdo e AH : entalpia de gelatinizagao.
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O efeito de ETG tem relacdo com a absorcéao de agua do amido. A
enzima ao promover ligacées cruzadas pode aumentar a absorcdo de agua
pelas proteinas. Com menos agua disponivel, os granulos de amido tem seu
inchamento reduzido e a temperatura de gelatinizacdo aumenta (BEMILLER;
WHISTLER, 2009; AHMED; AL-ATTAR, 2015).

A temperatura (Tp) de pico foi considerada como a temperatura de
gelatinizacdo propriamente dita. O efeito de ETG nesta variavel pode ser
atribuido também com o aumento de absorcdo de agua pela estrutura
proteica.

A variacdo de temperatura (AT) foi avaliada para que se pudesse
acompanhar o aumento ou diminuicdo do evento de gelatinizacdo como um
todo (Figura 27). Quando o teor de agua é intermediario, o pico de fusao pode
se fundir com o pico de gelatinizacdo resultando em grande variacdo de
temperatura, que neste estudo variaram de 22 € a 12 €. A medida que o
teor de agua diminui os eventos ficam mais distintos e a gelatinizacéo e fuséo
ocorrem em temperaturas diferentes. A partir dessa variacdo espera-se
predizer como o processo de gelatiniza¢éo vai acontecer e usar os resultados
para formular as massas e dosar a quantidade de agua necessaria para que
a massa asse corretamente.

Considerando que ao competir com 0 amido por agua, as proteinas
modificadas pela agdo da ETG diminuiram a absor¢do do amido ocorreu ao
mesmo tempo uma queda no AT, ou seja, 0 evento de gelatinizacdo é mais
curto ja que ndo se confunde a fusdo. Quando a temperatura de mistura
aumentou também houve diminuicdo na faixa de temperatura de

gelatinizagdo, mas provavelmente porque a estrutura dos granulos de amido
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foi comprometida antes da massa ser assada. A TMP, neste estudo,

influenciou AT e provavelmente pode influenciar o assamento das massas.

2
I 4
Bl 16
[ 18
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B 22

TMP (°C)

ETG (Ulg)

Figura 27- Grafico de contorno da superficie de resposta para AT () em funcéo de

ETG (U/g de proteina na farinha de arroz) e TMP ().

O CPO néo € o fator mais significativo, mas sabendo que proteinas
também podem interferir na absor¢do de &gua do amido (MOREIRA,
CHENLO; ARUFE, 2015) a influéncia da orizenina pode ter sido mascarada
pelos outros fatores. Isso deve ser investigado, considerando a importancia
desse evento para panificacdo e também o papel da agua nesta resposta.

A entalpia de gelatinizacdo é um valor liquido que corresponde a

todos os eventos que compde essa transicdo, ou seja, 0 inchamento do
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granulo de amido, fusédo da regido cristalina, hidratacao e até recristalizacéo
(exotérmico) quando ha lipideos presentes.

A entalpia de gelatinizacdo de todas as massas foi menor em
relacdo a outras massas a base de farinha de arroz com teor de agua
semelhante (SCIARINI et al., 2012). A area do pico endotérmico caiu
continuamente com o aumento da temperatura (Figura 28), como aconteceu
em péo francés com o aumento do tempo de assamento (ROUILLE et al.,
2010) e com o tempo de cozimento do macarrdo (SOZER; DALGIC; KAYA,

2007) até desaparecer completamente.

(S

TMP (°C)

ETG (Ulg)

Figura 28- Gréfico de contorno da superficie de resposta para AH (J/g) em funcéo de

ETG (U/g de proteina da farinha de arroz) e TMP ().
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Estes autores ponderaram que a energia para gelatinizacdo do
amido diminui porque os granulos se tornam menos termoestaveis, ou seja,
acontece uma “desorganizagao” na estrutura do granulo.

As propriedades de gelatinizacdo como as temperaturas de
transicao e entalpia sao cruciais na determinagao da textura e aparéncia dos
paes sem glaten, porque o amido gelatinizado tem influéncia no volume da
massa e do péo e na textura do miolo (GALLAGHER, 2009). A gelatinizac&o
deve ocorrer no tempo certo e na temperatura certa durante o assamento,
mas pode ser afetada pelas mudancas na cristalinidade, composicao quimica,
presenca de lipideos, acucares e fosforilacdo (ELIASSON, 2003). As
alteracdes nas formulacdes com uso de TMP e ETG devem ser feitas com

cautela.

5.3.4. Concluséo parcial

As massas de pdo sem glaten a base de farinha de arroz sdo géis
macios e fracos, caracteristico de massas sem glaten.

Temperatura de mistura, concentrado proteico de orizenina e
enzima transglutaminase influenciaram as propriedades térmicas, reologicas
e de textura das massas.

As massas de farinha de arroz obtidas apresentaram
caracteristicas que podem se aproximar das massas de farinha de trigo em
relacdo ao balanco de propriedades elasticas e viscosas.

As propriedades de textura apontam para uma facilidade de
manipulacdo das massas por equipamentos. Uma caracteristica importante

para o0 processamento em maior escala.
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O valor maximo de coesividade atingido ainda esta distante do
desejavel para massas convencionais.

As alteracdes das formulacdes afetaram a gelatinizacao.

A adicdo de enzima transglutaminase e mudancas na temperatura
de mistura podem comprometer o produto final.

As propriedades reoldgicas e de textura das massas tem potencial

para predizer qualidade de paes sem gluten.

5.4.Caracterizacdo de pdes sem gluten formulados com farinha de

arroz
5.4.1. Volume especifico e perda de massa

O volume especifico talvez seja a caracteristica de qualidade mais
valorizada em pées. Através dele pode-se inferir a respeito da qualidade da
farinha, dos ingredientes utilizados, do processamento desde a mistura até o
assamento.

O volume especifico dos pdes variou entre 1,53 cm3-g! e
1,23 cm3.g! (Tabela 25). A equacdo de regressdo ajustada ajuda na
compreensao de quais fatores tiveram mais influéncia no volume especifico
(Tabela 26). Os resultados sdo semelhantes a pées de farinha de amaranto
(SCHOENLECHNER et al., 2010b), ndo muito distante dos pées com
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e farinha de arroz com 1,80 cm3-g* e longe
do péo de farinha de trigo integral com 5,00 cm3-g* (KADAN et al., 2001).

Paes de farinha de arroz com o dobro de agua utilizados neste
estudo também tiveram desempenho melhor que os aqui apresentados

(LAZARIDOU et al., 2007).
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Tabela 25- Valores para volume especifico, perda de massa e firmeza de miolo depois do assamento (Oh, 24h e 48h), para paes a base de farinha de
arroz.

Fatores Variaveis
. T™P E:I'G (Ulg d_e CPO (g/100g de Vqur,n_e Perda de Firmeza | Firmeza | Firmeza
ratamentos (T) proteina na farinha farinha de arroz) Especifico massa (q) (9) (9) (9)
de arroz) (cm?3/g) (Oh) (24h) (48h)
controle 28,00 0,00 0,00 1,40 2,39 686,93 2958,90 | 5269,83
1 45,50 2,43 4,80 1,14 2,07 500,48 2900,88 -
2 39,00 12,00 3,00 1,37 2,27 397,53 4256,30 -
3 39,00 6,00 6,00 1,43 2,26 491,83 2952,73 | 4934,63
4 32,50 2,43 1,20 1,23 2,19 341,53 3190,63 | 5466,23
5 32,50 9,60 4,80 1,34 2,36 449,35 2556,30 | 4199,33
6 39,00 6,00 3,00 1,29 2,30 291,73 1915,70 | 4800,50
7 45,50 2,43 1,20 1,29 2,07 809,15 3621,33 | 5212,25
8 45,50 9,60 1,20 1,39 2,09 473,17 3179,70 | 5420,33
9 32,50 9,60 1,20 1,42 2,01 541,43 2845,48 | 5487,70
10 39,00 0,00 3,00 1,38 2,17 459,47 2524,00 | 5042,30
11 39,00 6,00 0,00 1,53 2,31 594,13 3332,63 | 5911,85
12 39,00 6,00 3,00 1,23 2,16 521,90 1866,25 | 3608,53
13 32,50 2,43 4,80 1,26 1,91 790,70 3263,13 | 5097,53
14 27,99 6,00 3,00 1,46 2,17 627,65 2838,40 | 5755,27
15 50,00 6,00 3,00 1,39 2,40 370,80 1754,53 | 4224,80
16 45,50 9,60 4,80 1,37 2,21 592,57 2655,78 -

TMP: temperatura de mistura; ETG: enzima transglutaminase; CPO: concentrado proteico de orizenina
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Tabela 26- Equacdes dos modelos de regresséo e coeficientes de determinacéo para
as variaveis volume especifico e perda de massa.

Variavel Equacao R%(%)
Volume 0,912 +0,0412CPO +0,0379 ETG + 0,00571TMP 64,04
(cm3-g?) -0,01144CPOETG

Perda de 35,82

2,060 + 0,2327CPO - 0,0368CPOCPO
massa (Q)

TMP: temperatura de mistura; ETG: enzima transglutaminase; CPO: concentrado proteico de
orizenina.

Paes sem gluten, de maneira geral, ndo tem o mesmo desempenho
que os péaes com farinhas que contém gluten. Paes a base de farinha de arroz
tem menor volume especifico, textura de miolo mais firme e maior tendéncia
a retrogradacao durante o armazenamento do que paes de farinha de trigo
integral (KADAN et al., 2001).

Neste estudo acredita-se que a resisténcia da massa impediu a
expansdo durante a fermentagdo e assamento. Foi encontrada uma
correlagdo negativa entre dureza da massa e volume especifico (-0,496;
p < 0,05).

Era esperado que o teor de ETG levasse a um aumento do volume
especifico (Figura 29), a escolha da enzima foi baseada em seu desempenho
com proteinas de outros cereais. As ligacbes cruzadas promovidas pela
transglutaminase resultam em uma estrutura capaz de sustentar a massa
durante a fermentagdo e assamento (GUJRAL; ROSELL, 2004). Guijral e
Rosell (2004b) encontraram um aumento no volume de pées de farinha de
arroz na presenca de transglutaminase e o maior volume obtido foi de 1,73
cm3-g?! e o controle sem transglutaminase teve desempenho semelhante ao
controle do presente trabalho (1,47 cm3-g?).

O efeito de ETG no aumento do volume dos pées foi potencializado

pelo aumento de TMP, tendéncia corroborada pela temperatura 6tima para
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atividade enzimatica da transglutaminase que foi reportada como 50 C
(MOTOKI; KUMAZAWA, 2000).

A agua tem uma influéncia direta nestas variaveis, em massas com
teor maior de 90 % e com o mesmo teor de agua utilizado neste trabalho foi
encontrada uma correlacdo negativa entre resisténcia da massa e volume
especifico (RENZETTI; ARENDT, 2009; SCIARINI et al., 2012), mas em
sistemas com 150% de agua em relacdo a farinha de arroz houve uma
reducdo do volume mesmo com reducdo de resisténcia (SCIARINI et al.,

2010).

. 1,18
. 1,20
. 122
. 124
1,26
I 1,28
3 1,30
132
1,34
[ 1,36
I 1,38

TMP (°C)

0 2 4 6 8 10 12
ETG (9/g)

Figura 29- Grafico de contorno e de superficie do efeito de ETG (U/g de proteina) e TMP (T)
no volume especifico dos paes a base de farinha de arroz.

O fator CPO néo produziu efeito significativo no volume especifico,
mas houve interacao significativa com ETG (p < 0,01). A interacdo entre ETG
e CPO, provavelmente deve envolver a orizenina. Proteinas do arroz e soja
tiveram suas interacgoes fortalecidas pela formacé&o de ligacbes covalentes e
também pela formacéo indireta de ligagdes dissulfidricas. Eletroforese indicou

que na proteina de soja as principais fracbes envolvidas nas ligacdes
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cruzadas foram B-conglicinina e a glicinina da soja e a orizenina da farinha de
arroz, embora albuminas e globulinas também apresentarem ligacdes
cruzadas (MARCO; ROSELL, 2008b).

Na Figura 30 é possivel observar que o modelo de regresséo para
perda de massa aponta apenas CPO como fator significativo. As massas
perderam por volta de 20 % - 24 % da massa inicial. Interessante observar
que ao adicionar 3,16 g de concentrado proteico de orizenina para cada 100g
de farinha de arroz atingiu-se um maximo de perda. Considerando a influéncia
de ETG e CPO na dureza da massa e a correlacdo negativa com a perda de
massa (-0,453, p < 0,1), a enzima também pode ter influéncia nesta

caracteristica.
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Figura 30- Variacdo da perda de massa em funcao da adi¢cdo de concentrado proteico

de orizenina.
Perda de massa é definida como a quantidade de agua e matéria

organica (gases de fermentacéo) perdidas durante o assamento. Ela pode ser
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influenciada por diversos fatores quando se trata de panificagdo sem gluten,
como adicao de transglutaminase, adicdo de proteinas do leite e de outras
fontes. A estrutura formada pela transglutaminase tem a habilidade de
absorver agua e isso consequentemente leva a uma perda menor de massa
durante o assamento, mas existem estudos que chegaram a uma concluséo
contraria (MOORE et al., 2006; RENZETTI; ARENDT, 2009; STORCK et al.,
2013). No presente trabalho a adicdo de concentrado proteico provavelmente

tem maior influéncia nesta caracteristica.

5.4.2. Propriedades de textura

Neste estudo a firmeza de miolo medida no dia do processamento
nao apresentou um modelo de regressao significativo (Tabela 27). A firmeza
24 h apos o processamento foi influenciada pelos fatores CPO e ETG (Figura

31).

Tabela 27- Equacdes dos modelos de regresséo e coeficientes de determinacgéo para
firmeza de miolo no dia do processamento (Oh) e apés 24 h e 48 h de armazenamento.

Variavel Equacao R2(%)
Firmeza Oh 655-0,2CPO-10,0ETG-2,01 TMP s 6,37
Firmeza 4664 - 815 CPO - 421 ETG + 121,5 CPO? 59,69
24h + 37,1 ETG?
Firmeza 25,34
48h 5540 - 193CPO

s Falta de ajuste ndo significativa ao nivel de 1 % de probabilidade. TMP: temperatura de
mistura; ETG: enzima transglutaminase; CPO: concentrado proteico de orizenina.
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Figura 31-Grafico de contorno e superficie de resposta para firmeza de miolo ap6s 24h
do processamento dos pées a base de farinha de arroz.

A diminuicdo da firmeza pode ser resultado da capacidade da
enzima formar uma estrutura proteica capaz de se ligar e reter agua durante
0 armazenamento e uma possivel ligacdo com amido que de alguma forma
atrasou a retrogradacdo. A firmeza do miolo envolve mais do que a
retrogradacéo da amilopectina, embora exista essa contribuicdo (MOORE et

al., 2006; HAN et al., 2012).

A resisténcia do miolo a deformacédo é um importante atributo de
firmeza para a panificacdo, uma vez que esta ligada a percepcdo do
consumidor de péo fresco. Emulsificantes e gomas séo utilizados em paes de
farinha de trigo e sem glaten para diminuir a firmeza do miolo. O emulsificante
vai facilitar a agregacéo das proteinas do gluten, criando uma estrutura que
pode melhorar a retengdo de gés e resultando em melhor volume e textura.
Em pées sem gluten, ele pode aumentar a absor¢gdo de agua e retencdo de

gas durante a fermentacdo e descanso das massas (DEMIRKESEN et al.,
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2010). Neste estudo, foi observado que efeito semelhante foi obtido ao usar
simultaneamente transglutaminase e concentrado proteico de orizenina.
Uma correlacdo entre propriedades viscoelasticas e firmeza de
miolo ja foi reportada na literatura, e neste estudo ela ocorre entre G’ (0,655,
p <0,01), G” (0,455, p < 0,1) e firmeza logo apos o processamento. Elevada
rigidez da massa pode resultar em paes sem gluten com menor volume e

maior firmeza de miolo (LAZARIDOU et al., 2007).

5.4.3. Andlise por microscopia confocal de varredura a

laser (MCVL)

As micrografias dos miolos dos pédes tém o0 seguinte aspecto
(Figura 32), onde as proteinas aparecem em vermelho brilhante, amido

gelatinizado em vermelho opaco e em verde os lipideos.

Figura 32 - Micrografia confocal a laser de varredura de péo a base de farinha de arroz.

A seta indica células de ar e no circulo a estrutura proteica semelhante a uma colmeia.
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As imagens digitais permitiram visualizacdo do miolo
extremamente denso e pequenas células de ar, praticamente imperceptiveis
em todos os tratamentos.A microscopia confocal permite a visualizacdo do
miolo em sua forma hidratada e ja foi utilizada com sucesso em paes sem
gluten (DURRENBERGER et al., 2001; ALVAREZ-JUBETE et al., 2009).

Em algumas delas é possivel ver algumas células maiores,
provavelmente resultado de coalescéncia de bolhas de ar e parte da espiral
formada na moldagem dos pées (Figura 33).

Todas as amostras apresentaram pequenas goticulas de lipideos
dispersas por todo miolo e as gotas maiores sao lipideos que foram carreados
pelo corante no momento da analise. Nao foi identificada estrutura proteica, a
“colmeia”, no controle e tratamentos 1,2 e 7.

Quando estes quatro tratamentos sdo comparados em relagédo ao
volume especifico, percebe-se que o tratamento com menor volume (1)
apresentou acumulo de proteinas, grandes borrbes vermelhos brilhantes, e
nos outros tratamentos mesmo ocorrendo acumulo das proteinas, estes
aparentemente estdo mais distribuidos entre o amido gelatinizado.

A matriz de amido gelatinizado e proteina com menos espacgos
vazios e células de ar interrompendo-a tem potencial para se espalhar por
toda a massa e reter melhor os gases de fermentacdo como uma rede de
gluten. As formulagbes 11 e 13 se encaixaram nestas caracteristicas, mas
diferem quanto ao teor de proteinas na massa. O volume especifico do 13 &

menor que do 11 e este tratamento tem maior teor de CPO.
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Figura 33 - Imagens digitais e micrografias obtidas através de microscopia de varredura a laser (MCVL) d 0 miolo dos tratamentos de paes sem glaten a base de farinha
de arroz. Barra de escala =200 g m.



Ha evidéncias que a transglutaminase interagiu com as proteinas
de arroz adicionadas a massa. Em 3 e 6 0s pontos mais brilhantes parecem
estar orientados e n&o distribuidos aleatoriamente como estdo nos
tratamentos em que a transglutaminase esta ausente, como no tratamento 10
e controle.

Apesar de ndo poder afirmar que a adicdo do concentrado proteico
tem influéncia sobre as caracteristicas de qualidade dos paes, nas
micrografias € possivel observar que os tratamentos controle e 10, que néo
possuem transglutaminase, mas que contém concentrado proteico de
orizenina e foram misturados em temperatura mais alta que o controle, tem
diferencas quanto a estrutura. O tratamento 10 apresenta superficie continua
e com pequenas células de ar e ela resultou em pdes com menor perda de
massa e menor firmeza de miolo durante todo o armazenamento.

A falta de continuidade na matriz proteina e amido nos tratamentos
15,16, 8 e 7 levanta a hip6tese de que as temperaturas de mistura mais altas
desestruturam o miolo, mas que o teor de transglutaminase compensaria esse
efeito deletério. Todos foram processados em temperaturas maiores que
39 T e o menor volume especifico dos quatro tratamentos é justamente a que
contém menor teor de transglutaminase (7) e ndo aquele que é processado
na temperatura mais alta (15).

As imagens analisadas ajudaram a compreender como as
proteinas e o amido se comportam com a variacao dos fatores testados neste
estudo. As diferencas entre o desempenho de panificacdo estéo
aparentemente relacionadas com a distribuicdo e arranjo das proteinas na

massa. A limitacdo para que ocorra essa distribuicdo uniforme tem relacéo
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com as caracteristicas da orizenina, que apesar de serem poliméricas e
interagirem com as proteinas monomericas, como o gluten faz, elas sdo mais
curtas (GUJRAL; ROSELL, 2004; SIVARAMAKRISHNAN; SENGE;
CHATTOPADHYAY, 2004; OSZVALD et al., 2008). A transglutaminase
estaria contribuindo com a distribuicdo dessas proteinas ao promover ligacdes

cruzadas.

5.4.4. Concluséo parcial

A adicdo de concentrado proteico de orizenina e o uso de
temperaturas mais altas na mistura influenciaram as caracteristicas de
qualidade de paes sem gluten a base de farinha de arroz.

Em relacdo ao volume especifico, o desempenho foi fraco, mas a
interacdo entre concentrado proteico de orizenina e enzima melhorou esta
caracteristica.

Ha uma influéncia negativa do CPO na variacdo da firmeza do
miolo com o tempo.

As micrografias se mostraram eficientes em esclarecer efeito
sinergético do concentrado proteico de orizenina e enzima transglutaminase
nas caracteristicas dos paes.

O teor de concentrado proteico de orizenina e de enzima
transglutaminase foram importantes para essas mudancas e o0 concentrado
proteico tem potencial para substituir hidrocoloides, amido e emulsificantes na
producado de paes sem gluten a base de farinha de arroz.

A temperatura de mistura e o teor de concentrado proteico

precisam ser testados isoladamente para confirmar hipotese levantada na
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avaliacdo das micrografias de que concentrado proteico de orizenina pode

influenciar na qualidade dos paes sem adicdo de transglutaminase.
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6. CONCLUSAO GERAL

A temperatura de mistura e concentrado proteico de orizenina tem
potencial para produzir massas com facilidade para manuseio em
equipamentos de panificagcdo convencionais e paes com maior volume
especifico e miolo macio.

Concentrado proteico de orizenina extraido por meio de protocolo
rapido e simples possui propriedades técnico-funcionais semelhantes a um
protocolo de extracdo com mais etapas e de longa duracao.

A influéncia do concentrado proteico de orizenina nos paes sem
gliten a base de farinha de arroz foi, principalmente, resultado da interacao
das proteinas com a enzima transglutaminase.

Os fatores testados mudaram o comportamento das massas e dos
paes. Embora, os resultados ndo sejam conclusivos eles indicam uma
tendéncia de melhora dos indicadores de qualidade utilizando temperaturas
de mistura maiores que a ambiente e adicdo tanto do concentrado proteico
guanto da enzima transglutaminase.

Este trabalho foi o passo inicial para o desenho de novos
experimentos para atingir o objetivo de produzir pdes sem glaten a base de
farinha de arroz de melhor qualidade, de facil processamento e com menor

necessidade do uso de aditivos.
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