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COSTA, R. I. S. A. Efeito da adi¢do de zeina e colageno hidrolisado nas caracteristicas fisicas
de pdo sem gluten [Dissertacdo]. Sdo Cristovao: Programa de Pds-graduacdo em Ciéncia e

Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal de Sergipe; 2021.

RESUMO

O pédo com boas caracteristicas de qualidade requer desempenho adequado em relacdo ao
desenvolvimento da massa e aspecto fisico do pdo. Diante disto, se apresentou a necessidade
de estudar as caracteristicas tecnoldgicas dos substitutos de glaten, principalmente para paes,
como por exemplo a utilizacdo de farinhas isentas de gluten, como a farinha de arroz, e a adi¢cdo
de proteinas na massa, como a zeina e o colageno hidrolisado. Portanto, o presente trabalho
teve como objetivo desenvolver paes isentos de gluten elaborados com farinha de arroz, com a
adicdo de zeina e colageno hidrolisado em diferentes proporc¢des, e avaliar o efeito dessas
proteinas sobre os pées a partir das suas caracteristicas fisicas. Os pées sem gluten foram
desenvolvidos segundo o delineamento fatorial 22 inteiramente casualizado para avaliar o efeito
da zeina isolada com o nivel de dosagem variando de 0 a 8% e o colageno hidrolisado variando
de 0 a 4%, totalizando 4 tratamentos (Controle, Colageno, Zeina e Coldgeno com Zeina) com
3 repeticdes cada. Os tratamentos foram submetidos a andlises fisicas (cor, volume especifico,
perda de peso ao assar e firmeza), os quais passaram por analise de variancia (ANOVA) e Teste
de médias de Tukey (p<0,05) utilizando o software Statistical Analysis System (SAS®) Studio,
e microscopia digital. De acordo com os resultados a coloragéo da crosta e do miolo dos paes
tiveram influéncia da zeina e dos pigmentos do milho tornando-os paes amarelados. A adicdo
do colageno hidrolisado e zeina isolada tiveram influéncia significava (p<0,05) quanto ao
volume especifico, perda de peso ao assar e firmeza, tornado os paes com maior volume
especifico (2,19 + 0,05 cm®/g), menor percentual de perda de peso (10,16+0,02%) e menor
firmeza da crosta (5668 gf) em comparacdo com o controle. A microscopia digital comprovou
visualmente o aumento da porosidade da crosta e do numero de células do miolo nos pées
adicionados das proteinas, os tornando menos firmes. Portanto, a adi¢do da zeina isolada e do
colageno hidrolisado teve um efeito positivo nos paes sem gliten com relacéo as caracteristicas

fisicas analisadas.

Palavras-chave: Zeina, gluten, colageno, péo.



COSTA, R. I. S. A. Effect of zein and hydrolyzed collagen addition on physics characteristics
of gluten-free bread [Dissertation]. Sdo Cristévdo: Program Postgraduate Food Science and

Technology, Federal University of Sergipe; 2021.

ABSTRACT

Bread with good quality characteristics requires adequate performance in relation to the
development of dough and physical aspect of bread. Therefore, the need to study the
technological characteristics of gluten substitutes was presented, especially for breads, such as
the use of gluten-free flours, such as rice flour, and the addition of proteins in the dough, such
as zein and hydrolyzed collagen. The present work aimed to develop gluten-free breads made
with rice flour, with the addition of zein and hydrolyzed collagen in different proportions, and
to evaluate the effect of these proteins on the breads from their physical characteristics. The
gluten-free breads were developed according to the 22 factorial design completely randomized
to evaluate the effect of isolated zein with the dosage level ranging from 0 to 8% and hydrolyzed
collagen ranging from 0 to 4%, totaling 4 treatments (Control, Collagen, Zein and Collagen
with Zein) with 3 replications each. The treatments were submitted to physical analyses (color,
specific volume, bake loss and firmness), which underwent analysis of variance (ANOVA) and
Tukey test (p<0.05) using the Software Statistical Analysis System (SAS®) Studio, and digital
microscopy. According to the results, the color of the crust and crumb in the breads had the
influence of zein and corn pigments making them yellowish breads. The addition of hydrolyzed
collagen and isolated zein had an influence on the specific volume, bake loss and firmness,
making the breads with higher specific volume (2,19+0,05 cm®/g), lower percentage of weight
loss (10,16+0,02%) and lower firmness of the crust (5668 gf) compared to the control. Digital
microscopy visually proved the increase in crust porosity and the number of crumb cells in
protein added breads, making them less firm. Therefore, the addition of zein and hydrolyzed
collagen had a positive effect on gluten-free breads in relation to the physical characteristics

analyzed.

Keywords: Zein, gluten, collagen, bread.
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1. INTRODUCAO

A producdo de pao é uma das atividades mais antigas da humanidade, onde sua origem
é relatada pelo cultivo de cereais no Oriente Médio (CAUVAIN e YOUNG, 2009;
KOHMANN, 2010). Tradicionalmente, o pao € elaborado a partir da farinha derivada do trigo,
porém outros tipos de cereais, leguminosas e legumes podem ser moidos, produzindo uma
farinha, contudo restringe-se ao trigo e algumas outras sementes de cereais a presenca de
proteinas que possuem a capacidade de formar uma rede de gluten na massa (CAUVAIN e
YOUNG, 2009).

O gluten € uma rede proteica formada por gluteninas e prolaminas presente no trigo, na
aveia, na cevada e no centeio, o qual possui a capacidade de aumentar a absorcdo de &gua,
coesividade, viscosidade e elasticidade, tendo assim um papel importante em produtos de
panificacdo, de confeitaria e em massas, apresentando um amplo mercado consumidor
(WIESER, 2006). Contudo, seu consumo pode provocar reagdes adversas, tais como alergia ao
trigo e doenca celiaca (O’SHE, ARENDT, GALLAGHER, 2014).

A doenca celiaca (DC) é uma intolerancia alimentar, ou seja, uma enfermidade do
sistema imunoldgico, que inviabiliza o metabolismo do gluten, o qual é o termo empregado
para especificar as prolaminas. As fracfes proteicas do gluten toxicas ao paciente com doenca
celiaca sdo diferentes em cada um dos cereais: gliadina no trigo, hordeina na cevada, secalina
no centeio e avenina na aveia (ALMEIDA, 2011; FRANCO, 2015). Caso o celiaco ingira esses
alimentos, ele sofrera consequéncias gastrintestinais e nutricionais, podendo ocorrer perda de
peso e apresentar sintomas associados a deficiéncia de vitaminas e minerais (ALMEIDA, 2011).

Estima-se que no Brasil existe um portador da doenca celiaca para cada trezentos
habitantes. O seu tratamento é feito a partir da dieta isenta de glaten, ndo podendo ser
consumido trigo, aveia, centeio, cevada e malte ou seus derivados (ARAUJO e ARAUJO,
2011). Para garantir essa pratica no Brasil, foi promulgada a Lei n°10.674, de 16 de maio de
2003, a qual determina que todos alimentos industrializados deverdo conter em seu rétulo,
obrigatoriamente, as inscri¢@es "contém Gluten" ou "ndo contém Glaten" (BRASIL, 2003).

A adesdo a dieta isenta de glaten torna-se dificil devido a falta de produtos disponiveis
no mercado e os produtos com substitutos do gliten nem sempre atingem qualidade e sabor
semelhantes aos produtos originais, 0s quais nem sempre dispdem de qualidade nutricional que
atendam as necessidades diarias (CJAZABULSA, 2014). Segundo dados da Associacdo de
Celiacos do Brasil (ACELBRA), os produtos que os celiacos buscam encontrar no mercado
com mais facilidade sdo o pdo (47%), seguido de bolacha/biscoito (21%), macarrdo (21%) e
pizza (11%) (ACELBRA, 2004).
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Diante disso, existe a necessidade de estudar as caracteristicas tecnoldgicas, sensoriais
e nutricionais dos substitutos de glaten, principalmente para pdes sem glaten, como por
exemplo a utilizacdo de farinhas isentas de gluten, como a farinha de arroz, a utilizacdo da
proteina presente no milho, a zeina e a adi¢do de colageno hidrolisado.

A farinha de arroz é utilizada como fonte de amido base na preparacdo de paes sem
gluten devido ao baixo nivel de prolamina, e além disso, 0 arroz possui caracteristicas
nutricionais favoraveis, como baixo teor de sddio, gordura e alta quantidade de hidratos de
carbono facilmente digeriveis (SILVA, 2014). No entanto, farinhas e amidos apresentam baixo
teor de proteina, 0 que leva a pdes com menor teor de proteina, mas com maior teor de
carboidratos do que os pées de trigo. Como consequéncia, paes com méa qualidade nutricional,
aroma fraco e crosta leve sdo obtidos, uma vez que as proteinas sao necessarias para as reacoes
de Maillard, que sdo responsaveis pela cor da crosta e geracdo de compostos volateis (PICO et
al., 2019).

Uma possibilidade para melhorar as caracteristicas tecnoldgicas da panificagdo
utilizando farinha de arroz é a adi¢do de colageno ao produto elaborado (GRACA et al, 2017).
O colageno hidrolisado € uma proteina natural derivada do colageno nativo, encontrado na pele
e 0ssos de bovinos, suinos, aves e peixes e a sua utilizacdo se deve principalmente pela
capacidade de retencdo de agua, por possuir alto teor proteico (de 84 a 90%) e por ser um agente
ligante (DENIS et al. 2008). Nao contém carboidratos e seu produto final ndo apresenta sabor
amargo, além de contribui para sua Otima aglutinacdo e textura crocante (FERREIRA,
ROBERTO E CAMISA, 2018).

As fontes de proteinas também tém sido investigadas para melhorar a qualidade e o
desenvolvimento de pées isento de gluten, a exemplo da zeina (FRANCO, 2015; SCHOBER et
al, 2008). Zeina é o nome especifico de uma das proteinas derivadas do endosperma dos graos
de milho, classificada do grupo das prolaminas, caracterizadas pelo alto teor de aminoacidos
apolares que conferem estrutura molecular hidrofébica e soltvel em &lcool e representando
cerca de 60% das proteinas totais do milho (PAPALIA & LONDERO, 2015).

Portanto, o desenvolvimento de novas formulacdes de paes sem gluten utilizando zeina
e colageno hidrolisado oferecem um método viavel para aumentar a ingestdo de proteina na
dieta, promovem a inovacdo no setor de pédes, produtos de confeitaria, podem melhorar
caracteristicas fisicas, sensoriais e nutracéuticas, como melhorar ainda mais a reologia da
massa, 0 desempenho do cozimento desse tipo de péo, coloragdo da crosta, e por fim,

disponibilizar ao consumidor que possui a doenca celiaca um produto de qualidade.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Pao

Pao, por definicdo, € o produto obtido pela coccdo, em condi¢bes tecnologicamente
adequadas, de uma massa fermentada ou ndo, preparada com farinha de trigo e ou outras
farinhas que contenham naturalmente proteinas formadoras de gluten ou adicionadas das
mesmas e agua, podendo conter outros ingredientes (BRASIL, 2000).

E considerado um género alimenticio de primeira necessidade e popular, onde poucos
paises no mundo ndo o produzem e consumam tanto para lanches como junto as refeicdes
(SANTOS, 2014; CAUVAIN e YOUNG, 2009). No Brasil, 0 pdo é consumido nas refeigdes,
devido aos costumes da grande populacdo de baixa renda, por ser constituido de nutrientes
essenciais e fornecedores de energia, como 0s carboidratos, adicionados por outros como
lipidios e proteinas (LIMA, 2007). Segundo o estudo do SEBRAE e ABIP (2009), o consumo
de paes tem aumentado no Brasil, nos ultimos anos, inclusive com a inclusdo de produtos
elaborados com outras matérias-primas, como a mandioca e o milho, onde o consumo per capita
do brasileiro é de 32,61 kg de pées/ano. No entanto, por se tratar de um alimento que contem

gluten, 0 mesmo nao pode ser consumido pelos celiacos (SANTOS, 2014).

2.1.1. Principais ingredientes para a formulacéo de paes

Segundo a ANVISA os pées sdo classificados de acordo com os ingredientes e/ou
processos de fabricacdo e/ou formato, onde em sua composicéo os ingredientes obrigatorios sdo
a farinha de trigo e ou outras farinhas que contenham naturalmente proteinas formadoras de
glaten ou adicionadas das mesmas, 4gua, e demais ingredientes especificos — como sal (cloreto
de sddio), agucar, 6leo e gorduras — para cada produto de acordo com sua classificacéo e ou
designacdo (BRASIL, 2000).

2.1.1.1. Farinha de trigo

A Farinha de trigo é o produto priméario obtido por moagem do endosperma amilaceo
de grdos de trigo por um sistema gradual de reducdo e ou outros processos tecnologicos
(ARIMATEA, 2015). E o ingrediente bésico utilizado na formulagio de todos os produtos de
panificacdo comumente comercializados, pois o trigo apresenta caracteristica impar entre os demais
cereais que € a propriedade de formar uma massa borrachenta e eldstica quando umedecido com
agua, ou seja a formacdo da rede de glaten. A qualidade da farinha de trigo estd diretamente

relacionada com o tipo de trigo de origem o qual através de suas caracteristicas determina a
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principal propriedade de uma farinha, a forca a qual reflete diretamente na qualidade
tecnologica do produto final (LIMA, 2007).

Uma farinha de trigo forte possui, em geral, maior capacidade de retencdo de gas carbonico,
por sua vez, uma farinha fraca apresenta deficiéncia nesta caracteristica. A expressao "forca de uma
farinha" normalmente é utilizada para designar a maior ou menor capacidade de uma farinha de
sofrer um tratamento mecénico ao ser misturada com agua, associada a maior ou menor capacidade
de absorcédo de agua pelas proteinas formadoras do gluten (LIMA, 2007).

As proteinas do trigo sdo divididas em dois grupos, um deles formado pelas albuminas e
globulinas, representando 15% das proteinas totais €, o outro, formado pela gliadina e glutenina que
compreendem os restantes 85% das proteinas. Segundo LIMA (2007) é recomendado o uso de
farinhas de trigo com conteudo proteico entre 10,5 e 12,0% para a producdo do pdo e gluten
extensivel. Ja segundo Nitzke et al (2017?) do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimento
(ICTA) quando se fala de especificacdo de farinhas para categorias de produtos, pode-se

trabalhar com as seguintes faixas de contetdo de gluten (Tabela 1)

Tabela 1- Teor de glUten para farinhas de diferentes categorias de produtos.

Caracteristicas Massas Pédes Bolos Biscoitos Biscoitos
Fermentados  Doces
GlaGten Umido (%) >28 >26 20-25 25-30 20-25

Gluten seco (%) >9 >85 7,085 8,0-10,0 7,0-8,5
Fonte: Nitzke et al (2017?) ’ | A

2.1.1.2. Agua

A 4gua tem grande importancia na formacdo da massa em produtos de panificagdo. A
hidratacdo da farinha permite a unido das proteinas para formagdo do gldten; controla
consisténcia e a temperatura da massa; dissolve os sais; suspende e distribui os ingredientes;
umedece e intumesce o amido; possibilita a acdo das enzimas e das leveduras da fermentacéo;
e controla a maciez e palatibilidade do péo (DIAS et al, 2019).

A &gua utilizada na panificacdo deve ser potavel, com dureza intermediaria, entre 50-
100ppm e pH neutro e ligeiramente acido. A quantidade a ser adicionada nos produtos depende
da capacidade de absorcdo de agua da farinha, da composicao de ingredientes, do processo e,
varia quanto ao tipo de produto a ser obtido, a exemplo da farinha de trigo a absorcdo de agua
varia entre 55 e 65% (EL-DASH et al, 1994; DIAS et al, 2019).
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2.1.1.3. Fermento bioldgico

O fermento bioldgico utilizado na panificacdo é conhecido por ser formado de
microrganismos do grupo das leveduras, denominados Sccharomyces cerevisae (CONSTANT
e CRUZ,2017). A principal fungdo das leveduras é a de promover a fermentacgdo alcodlica dos
acucares, produzindo COg, que é responsavel pelo crescimento da massa e pela formacao dos
alvéolos internos do pdo. Além de garantir o volume do pdo e de conferir alta porosidade da
massa, a fermentacéo é capaz de produzir compostos de sabor e aroma desejaveis, a partir de
produtos do metabolismo secundario, tonando, assim o sabor e o0 aroma caracteristico de
produtos de panificacdo (DIAS et al, 2019). As principais formas de fermento bioldgico
comercializadas sdo o fermento bioldgico prensado fresco, o fermento bioldgico seco e o
fermento biol6gico seco instantdneo. Em paes adiciona-se em torno de 2% de fermento (em
relacdo a quantidade de farinha) (DIAS et al, 2019).

2.1.1.4. Cloreto de sodio
O cloreto de sddio é o sal comum utilizado na panificacdo com os objetivos de melhorar
o sabor do péo, fortalecer o gluten, pois as gliadinas possuem menor solubilidade em agua
salgada, fazendo com que a massa obtida em agua salgada tenha uma maior quantidade de rede
de glaten formada, encurtando essas redes e tornando-as menos extensiveis devido as forgas a
de atracdo eletrostaticas que ocorrem em presenca do sal, assim o glaten fica mais rigido e
resistente a fermentacdo (DIAS et al, 2019). Por fim, retarda a acdo do fermento, induzindo a
saida de agua do interior das células do fermento para a massa, diminuindo sua capacidade e
produzir gas (CONSTANT e CRUZ, 2017). Caso o sal ndo seja adicionado & massa, a
fermentac&o ocorrera rapidamente, no entanto se o contetido de sal exceder 2% sobre o peso da

farinha, a fermentacéo sera retardada excessivamente (LIMA, 2007).

2.1.1.5. Acucar

O acucar presente na massa é proveniente de diferentes tipos de fontes, as quais sdo o
aclcar ja presente na farinha, o acucar adicionado na formulacdo e o acUcar resultante da
degradacdo do amido pelas enzimas amilases. Dentre os acucares adicionados temos 0 em po
ou em forma liquida, como xaropes (DIAS et al, 2019). A principal atuacdo do agucar é no
processo de fermentacdo, onde sdo produzidos o alcool e o gas carbdnico, conferindo ao pédo
seu volume (EL-DASH et al, 1994). Uma outra funcdo do aglcar é de proporcionar a cor

dourada, caracteristica da crosta dos paes, bem como de contribuir para o aroma e sabor do
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produto final (EL-DASH et al, 1994). Um teor de acUcar em torno de 5% aumentard a
fermentabilidade da levedura, enquanto que, para o teor de aclcar acima de 8% na formulacéo,

a velocidade de fermentacdo diminuira significativamente (DIAS et al, 2019).

2.1.1.6. Gordura

A gordura, tanto vegetal quanto animal, podem ser empregadas na panificagdo com o
intuito de melhorar as propriedades de expansdo da massa, ajudar a massa a reter melhor os
gases, aumentar o volume do pdo, contribuir para um miolo de textura mais suave, produzir
uma costa mais fina e macia, aumentar o tempo de conservagdo dos paes e aumentar o valor
caldrico do pdo (EL-DASH et al, 1994). As gorduras vegetais, solidas a temperatura ambiente,
sdo as mais utilizadas, pois é de facil manuseio, melhor conservagdo e conferem as melhores
caracteristicas em panificacdo (LIMA, 2007). Segundo Dias et al (2019) a auséncia ou 0 excesso
de gordura, como a utilizacdo de 6% de gordura sobre o peso da farinha, influenciara
aumentando a firmeza do péo, assim um teor de 2% de gordura é suficiente para a producéao de

um pdao padréo.

2.2. Etapas do processo de producgédo do pao

O processo de fabricacdo de pdo possui inimeras formulagdes e matérias-primas
disponiveis, contudo as etapas da producdo possuem caracteristicas em comum em sua maioria, as
quais se dividem em quatro etapas essenciais, sendo elas a formagdo da massa, a fermentacéo, o
forneamento e o resfriamento. Essas etapas permitem obter um produto segundo as caracteristicas
estabelecidas pela legislagdo — RDC n° 90, de 18 de outubro de 2000, que aprova o Regulamento
Técnico para Fixacao de Identidade e Qualidade de Pdo (BRASIL, 2000).

2.2.1. Formacao da massa

A primeira etapa consiste na formacéo da massa, a qual tem como objetivo a mistura de
todos os ingredientes da formulacao até um ponto considerado ideal. O ponto ideal da massa
passa por estagios até ser atingido, onde alterac@es visiveis ocorrem durante a mistura, pois a
massa possui incialmente um aspecto Umido e pegajoso e passa a apresentar um aspecto firme,
liso e homogéneo. No estagio inicial da formacdo da massa ha a absorcdo de agua pela farinha,
apresentando aparéncia sem uniformidade. A medida que se fornece energia a massa, através
da mistura, hd o estabelecimento de interagdes quimicas entre as cadeias proteicas,
desenvolvendo-se assim a rede de glaten, onde estas ligagdes vao se quebrando e se
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restabelecendo continuamente, tornando a estrutura cada vez mais forte e elastica (BENASSI,
1997).

No ponto de desenvolvimento maximo da massa, observa-se que ela apresenta a
capacidade de ser finamente esticada sem se romper, tal a viscosidade da rede de gllten
formada, porém, se o fornecimento de energia continua prosseguir as ligacfes que mantém a
rede proteica comegaram a se quebrar e ndo mais retornardo, enfraquecendo o gluten e tornando
a massa mole e pegajosa devido a liberacdo da agua (BENASSI, 1997). Além do
desenvolvimento do glaten na mistura, ocorre também a incorporacgdo de ar na massa, na forma
de bolhas pequenas e bem distribuidas, colaborando para a obtencéo de uma boa granulometria

do miolo no produto final e para os processos fermentativos (ARIMATEIA, 2015).

2.2.2. Fermentacgéo

A fermentacdo é a etapa de descanso da massa, a qual engloba desde a incorporagéo do
fermento bioldgico até a fase de expansdo das bolhas de ar incorporadas, tendo como objetivos
conferir volume e leveza, formacdo de dioxido de carbono (CO.), maturacdo do gluten e a
producdo de compostos que conferem aroma e sabor caracteristicos ao pdo (CONSTANT e
CRUZ, 2017; BENASSI, 1997). Os principais responsaveis pelas modificagdes que ocorrem
nesta fase sdo as leveduras Saccharomyces cerevisiae, pois consomem os agUcares presentes na
massa, através de seu sistema enzimatico, transformando-os em didxido de carbono e alcool
etilico. Os acUcares sdo também metabolizados por bactérias laticas e acéticas presentes na
farinha, aumentando a acidez da massa, reduzindo seu pH de 6,2 para um pH préximo a 5,6
apo6s um periodo de 4 horas e meia (DIAS et al, 2019; ARIMATEIA, 2015).

Diante das mudancas quimicas e fisicas advindas da fermentacdo observam-se
consequéncias que ocorrem na massa, como perda de agua por evaporacgdo, a qual pode ser
evitada mantendo-se a umidade relativa do ambiente proxima a 80%; Variacdo da consisténcia,
pois a massa passa de pesada a borrachenta para uma consisténcia menos densa e mais
extensivel; Aumento de volume; e aumento da temperatura, principalmente quando o tempo de
fermentacdo é longo (DIAS et al, 2019; BENASSI, 1997). A temperatura é um parametro que
interfere no resultado da fermentacdo, pois se esta for muito alta, acima de 27°C, a producdo
de gas sera muito rapida e assim a estrutura da massa néo ficara suficientemente elastica para
reté-lo, diminuindo o volume final, por sua vez, se a temperatura for muito baixa, abaixo de

27°C, o gluten se desenvolvera, porém, os outros produtos da fermentacdo, como os &cidos,
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estardo em menores quantidades a massa tera que ser fermentada por muito tempo para se obter
um maior volume (BENASSI, 1997).

2.2.3. Forneamento

A etapa definitiva para o processo de formagdo do péo é o forneamento ou assamento.
A temperatura e a duragdo do forneamento s@o 0s pardmetros principais, além das condigdes de
saturacdo de vapor do forno, e determina-los corretamente depende principalmente do tipo de pdo
que esta sendo produzido, além do peso e seu formato (DIAS et al, 2019; CONSTANT e CRUZ,
2017).

Segundo Dias et al (2019) as principais mudancas quimicas que ocorrem pela a¢do do
calor de forneamento sé@o a gelatinizacdo do amido, que ocorre quando a temperatura alcanca
aproximadamente 50°C e os granulos de amido comecam a absorver dgua e intumescer, assim
o0 amido parcialmente gelatinizado fica incrustado no “esqueleto” proteico e, apds o
resfriamento, dard sustentacdo a essa estrutura; Desnaturacdo proteica, com o aquecimento da
massa por volta de 70°C, a rede de gliten se desnatura ou coagula, formando uma estrutura
rigida porosa; Acao e inativacdo enzimatica, com o aquecimento, aumenta a acao enzimatica,
porém as enzimas se desnaturam e perdem sua atividade quando se atingem determinadas
temperaturas e; Producdo de cor e aroma, onde ocorre a reagdo de escurecimento nao
enzimatico conhecida como reacdo de Maillard, que produz o aroma caracteristico de pao
assado e os compostos responsaveis pelo “flavor”, que se formam durante o assamento, na
regido da crosta, e depois penetram no miolo, ficando nele solubilizados.

Mudangas fisicas também ocorrem durante o assamento dos pées e também s&o citadas
por Dias et al (2019), sendo elas o0 aumento de volume da massa, o qual ocorre devido ao
aumento da taxa de producdo de CO, da diminuicdo de solubilidade da fase gasosa na massa e
do aumento de volume de gases aquecidos, que modificam a presséo interna e fazem expandir
a massa; Formacdo de crosta, que consiste na formacdo de um filme na superficie,
semipermeédvel a saida de gases e que delimita a estrutura do produto e; Perda de peso, causada
pela evaporacao de dgua e de outras substancias gasosas ou volateis, como CO2, alcool e &cidos

organicos.
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2.2.4. Resfriamento

No resfriamento do pao ocorre o fendmeno da retrogradacdo do amido, que contribui
para a estabilidade da estrutura final do pdo. No péo recém-assado e resfriado, as moléculas de
amilose estdo associadas e imobilizadas em um filme gel retrogradado, ndo podendo participar
das modificacdes subsequente. E a vez entdo, das moléculas de amilopectina comegarem a se
associar pelo entrelagcamento de suas ramificagdes. Isto diminui a flexibilidade do gel e parece
ser a causa do endurecimento do miolo a medida que o pdo envelhece (BENASSI, 1997).

Ha dois mecanismos distintos no resfriamento do pdo, o primeiro ¢ mediante a
transmissao de calor, principalmente pela conveccgdo para o ar circundante, mas também pela
radiacdo e conducdo para uma estrutura do resfriador, ocorrendo assim o segundo por
evaporacdo. A umidade se evapora a partir da casca, da qual a energia para evaporar é extraida
(CAUVAIN e YOUNG, 2009).

2.3. Caracteristicas de qualidade do pao

A caracteristica do pdo e de outros produtos fermentados depende muito da formacéo
de uma rede de gluten na massa, nao apenas para aprisionar o gas da fermentacdo, mas também
para contribuir diretamente com a formacao de uma estrutura celular do miolo, que, depois do
assamento, confere textura e qualidades sensoriais que sdo diferentes em comparacio a outros
assados (CAUVAIN & YOUNG, 2009).

O péo com boas caracteristicas de qualidade requer desempenho adequado em relacéo
ao desenvolvimento da massa e aspecto do pao, o qual esta diretamente evolvido com fatores
como capacidade de retencdo de gés, elasticidade, resisténcia da massa, capacidade de retencao
de agua, qualidade e quantidade dos ingredientes da massa e 0 emprego de tecnologia adequada
(ARIMATEIA, 2015).

A legislacdo atual utilizada para determinar a qualidade produtos panificados ¢é a
Resolucdo da Diretoria Colegiada — RDC n°® 90, de 18 de outubro de 2000, a qual aprova o
Regulamento Técnico para Fixacdo de Identidade e Qualidade de Pao (BRASIL, 2000).

A qualidade do pdo pode ser avaliada mediante as analises fisicas, fisico-quimicas,
macroscopicas, microscopicas, microbioldgicas e sensoriais (FERREIRA et al, 2001).
Pesquisas voltadas para a determinacdo da qualidade do pdo concentram-se principalmente nos
parametros fisicos, como peso, volume e volume especifico, perda de peso ao assar, cor e
textura (FERREIRA et al, 2001; ESTELLER e LANNES, 2005; SOARES et al, 2008).
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Outro método para avaliar a qualidade do péo é o sistema de pontuacdo global que foi
empregado por EL-DASH, (1978) e depois por varios pesquisadores (SOARES et al, 2008;
GUTKOSKI e NETO, 2002; FERREIRA et al, 2001). O valor obtido pelos atributos (volume,
cor da crosta, quebra, simetria, pestana, estrutura das células do miolo, cor do miolo, textura do
miolo, sabor e aroma na analise sensorial) € somado totalizando 100 pontos, que depois de
somados fornecem a classificagdo do produto (GUTKOSKI e NETO, 2002; FERREIRA et al,
2001). No ramo de panificacdo, esta metodologia tem sido empregada para avaliar as
caracteristicas do pao servindo como parametro para a tomada de decisdes corretivas em relacéo
a defeitos apresentados no produto final (FERREIRA et al, 2001).

2.4. Gluten

O gluten é uma proteina insolivel em agua proveniente dos cereais da familia Poaceae,
subfamilia Festucoidae, os quais sdo integrantes o trigo, a cevada, o centeio e a aveia. Essa
proteina é composta por uma fracdo monomérica soltvel em alcool, denominada prolamina, e
por uma fracdo polimérica insolGvel, chamada de glutelina, que é estabilizada por ligacdes
dissulfeto (GOUVEIA, 2014). De acordo com o cereal de origem, a fracao prolaminica recebe
diferentes denominacdes, no caso do trigo é chamada de gliadina; na cevada, hordeina; no
centeio, secalina; e na aveia, avenina (HABOUBI; TAYLOR; JONES, 2006).

As proteinas do trigo sdo normalmente dividas em proteinas de reserva (gliadina e
glutenina), globulinas e albuminas (Tabela 2), sendo o Unico cereal que contém a quantidade e
qualidade necessaria de proteinas para formacdo de gldten na producdo de massas com
qualidade tecnoldgica e sensorial satisfatoria (Tabela 3), representando aproximadamente 80-
85% do total de proteinas (GOUVEIA, 2014; LACERDA, 2008).

Tabela 2- Caracteristicas das proteinas do trigo.

Proteinas Gliadina Glutenina Globulinas  Albuminas
Proporcéo (p/p )% 68 ) 32 13 7
Solubilidade Alcool 70%  Acidos e bases diluidas  Solucdo salina Agua
Massas Molares (kDa) 15-60 60 - 10000 <25 <25

Fonte: LACERDA, 2008.
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Tabela 3- Percentual de proteina total em diferentes cereais.

Cereal Proteina total Albumina Globulina Prolamina Glutelina
(%) (%) (%) (%) (%)
Trigo 10-15 3-5 6-10 40-50 30-40
Aveia 8-14 1 80 10-15 5
Centeio 9-14 5-10 5-10 30-50 30-35
Cevada 10-16 3-4 10-20 35-45 35-45
Arroz 8-10 - 2-8 1-5 85-95
Milho 7-13 - 5-6 50-55 30-45

Fonte: CONSTANT e CRUZ, 2017.

As gliadinas, que pertencem ao grupo das prolaminas, apresentam baixo teor de
aminoacidos carregados, formando somente ligacGes intermoleculares dissulfeto e podem ser
classificadas em ordem crescente de massa molecular como a, B3, y, ®-gliadinas (DIAS et al,
2019). Ja as gluteninas, que pertencem ao grupo das glutelinas, sdo agregadas de proteinas
ligadas por ligacdes intermoleculares dissulfeto devido a presenca de cisteina nas subunidades.
As mesmas podem, entdo, ser classificadas como proteinas de baixa massa molecular (BMM)
e alta massa molecular (AMM) (LACERDA, 2008).

A propriedade viscoelastica do gluten hidratado é caracterizada a partir da acdo
plastificante da gliadina, promovendo extensibilidade, e da glutenina, propiciando resisténcia a
ruptura da massa, devido sua alta elasticidade (Figura 1) (SCHEUER et al, 2011). As fracGes
proteicas por acdo mecéanica perdem a sua estrutura quaternaria permitindo estabelecer novas

ligacOes entre si e formar uma espécie de rede, ou seja, o gluten (Figura 2) (LACERDA, 2008).

Figura 1- Rede proteica viscoelastica tipica do gluten.

Gluten Glutenina Gliadina
Fonte: Lacerda, 2008.
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Figura 2- Estrutura da rede proteica do gluten.
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Fonte: Lacerda, 2008.

O gluten é fundamental na elaboragdo de produtos panificaveis levedados, pois esta rede
proteica é responsavel pela retencdo de dioxido de carbono produzido durante o processo de
fermentacdo, e de forneamento nas massas, contudo as gliadinas sdo as responsaveis pela
toxidade do gluten no organismo de pessoas com doenca celiaca (SILVA, 2014,
NASCIMENTO, 2014) Moléculas nao digeridas de gliadina, como peptideos da fracdo -
gliadina composta por 33 aminoacidos, séo resistentes a degradacdo gastrica, pancreatica, e das
proteases na borda da escova intestinal humana e assim permanecem no Iimen intestinal apos
a ingestdo do gluten. Quando ocorrem episodios de infeccdo intestinal ou outros fatores que
levam ao aumento da permeabilidade intestinal, estes peptideos passam através da barreira
epitelial do intestino e interagem com antigenos presentes na lamina propria (NASCIMENTO,
2014).

O unico tratamento disponivel para a doenca celiaca consiste na exclusdo total do gliten da
dieta (GOVEIA, 2014). Isso fara com que haja remissao dos sintomas, normalizac&o dos parametros
soroldgicos e da histologia intestinal, melhorando a salde e a qualidade de vida da maioria das
pessoas afetadas pela doenga. Contudo, a remogéo total dos alimentos que contém gluten da dieta
pode ser bastante dificil devido ao consumo de gliten sem conhecimento, como no caso de
contaminagdes do alimento ou problemas relacionados a rotulagem, do elevado custo dos produtos,
da restrita disponibilidade de opcbes sem gluten, da baixa palatabilidade dos alimentos, e também
em razdo das representagdes sociais e culturais em torno dos alimentos (GOVEIA, 2014,
NASCIMENTO, 2014).

2.5. Panificacéo isenta de gluten
A formulacdo de produtos isentos de glaten apresenta um grande desafio aos

profissionais da &rea de alimentos, uma vez que o glaten é o principal elemento para a obtencédo
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de produtos panificados com a estrutura, paladar, aceitabilidade e vida de prateleira desejavel
(FRANCO, 2015). A dificuldade de se conseguir um pdo sem gluten com caracteristicas
apropriadas a panificacdo esta relacionada com as fracdes de glutenina e gliadina no trigo em
quantidades apreciaveis, onde a glutenina confere a massa caracter elastico, forca, firmeza e a
gliadina responsavel pela extensibilidade e coesividade (LACERDA,2008).

De acordo com o Codex Alimentarius, da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em
conjunto com a Food And Agriculture Organization Of The United Nations (FAQO), os
alimentos livres de glaten sdo aqueles produzidos a partir de ingredientes que nao contém trigo,
cevada, centeio, aveia ou qualquer espécie de cereal Triticum e suas variedades cruzadas e que
ndo excedam 20 mg/Kg de glaten no alimento conforme comercializado ou distribuido ao
consumidor. Também sdo considerados livres de gluten aqueles alimentos que contém esses
ingredientes, mas que tiveram seu conteudo de gluten reduzido por processamento de forma a
ndo ultrapassar 20 mg/Kg de glaten no alimento conforme comercializado ou distribuido ao
consumidor (CODEX, 2006; CODEX, 2008).

No Brasil, em fungédo da necessidade de restrigdo do gliten na dieta dos celiacos, em 2003
foi aprovada a Lei Federal 10.674 que determina que todos os alimentos industrializados devem
conter em seu rétulo, obrigatoriamente, as inscri¢cdes "contém Gluten” ou "ndo contém Glaten™).
Essa lei determina, ainda, que a adverténcia deve ser impressa nos rotulos e embalagens dos
produtos respectivos assim como em cartazes e materiais de divulgacdo em caracteres com
destaque, nitidos e de facil leitura (BRASIL, 2003).

A remog&o do gluten de produtos de panificagdo prejudica a capacidade da massa de se
desenvolver apropriadamente durante o amassamento, fermentacdo e panificacdo. Desta forma,
frequentemente pées elaborados apenas com farinhas sem gluten apresentam massa liquida na etapa
que antecede o cozimento; e quando assados, apresentam volume inferior aqueles produzidos com
trigo, problemas de textura e de cor, além de outros defeitos de qualidade, convergindo para baixa
palatabilidade e aceitacdo sensorial (NASCIMENTO, 2014).

Pesquisas voltadas para o desenvolvimento de produtos sem gluten concentram-se
principalmente na elaboracdo de paes (CLERICI; AIROLDI; EL-DASH, 2009; MEZAIZE et
al., 2009; ONYANGO et al.,, 2009; STORCK C. R., 2009; ZANDONADI; BOTELHO;
ARAUJO, 2009; ALVAREZ-JUBETE etal., 2010a; DEMIRKESEN et al., 2010; ONYANGO
et al., 2010; SCIARINI et al., 2010b; TORBICA; HADNADEV; DAPCEVIC, 2010;
PERESSINI; PIN; SENSIDONI, 2011; SAKAC et al., 2011; ZANNINI et al. , 2012; HERA;
MARTINEZ; GOMEZ, 2013; MARIOTTI; PAGANI; LUCISANO, 2013; MARTINEZ;
MARCOS; GOMEZ, 2013; STORCK et al., 2013; NASCIMENTO, 2014; PONGJARUVAT
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et al., 2014; SANTOS, 2014; SILVA, 2014; FRANCO, 2015; ZIOBRO, et al.2016; CARLI et
al, 2017; GRACA et al., 2017). Em todos os casos, as matérias-primas utilizadas com maior
frequéncia séo farinhas de arroz e de milho.

De acordo com Franco (2015), farinha de arroz, amido e farinha de milho, fubd, farinha
de mandioca, polvilho e fécula de batata sdo alguns dos principais substitutos utilizados na dieta
de um celiaco por ndo possuirem gluten em sua composicdo. De modo que, para melhorar suas
qualidades tecnologicas, sdo utilizados alguns ingredientes, como amido, hidrocoloides, outras

fontes de proteinas e enzimas.

2.5.1. Matérias-primas para panificacdo isenta de glaten

As farinhas utilizadas na panificacdo sdo, normalmente, as farinhas de trigo, centeio,
triticale ou mesmo aveia, onde a aveia, devido aos procedimentos de plantacdo e reproducéo,
na literatura é considerada ndo isenta de gliten. Contudo, todas essas farinhas sdo proibidas na
producdo de pao sem gliten, apenas farinhas como de arroz, milho, milho paingo, amaranto,
trigo sarraceno (sem glaten), quinoa, mandioca, castanha, soja, coco, polvilho, fécula de batata
e entre outras, podem ser utilizadas como matérias-primas na panificacdo isenta de gluten
(SILVA, 2014).

2.5.1.1. Farinhade arroz

A farinha de arroz é utilizada como fonte de amido base na preparacdo de paes sem
gluten devido ao baixo nivel de prolamina, e além disso, 0 arroz possui caracteristicas
nutricionais favoraveis, como baixo teor de sodio, baixo teor de gordura e alta quantidade de
hidratos de carbono facilmente digeriveis (SILVA, 2014). Na Tabela 4 observa-se a composi¢ao
centesimal em base seca da farinha de arroz crua. O gréo de arroz possui um dos teores proteicos
mais baixos do grupo dos cerais, apesar de sua proteina, a glutelina, ser a de melhor qualidade
(KOHMANN, 2010).

Tabela 4- Composicéo centesimal em base seca de farinha de arroz crua.

Composicdo centesimal

Proteina 8,24
Gordura 0,46
Cinzas 0,42
Carboidratos 90,72
Fibras 0,17

Fonte: KOHMANN, 2010.
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Diversos estudos relataram que o uso de farinha de arroz para fazer pdes sem glaten deu
origem a paes de boa qualidade, os quais se basearam principalmente na textura e caracteristicas
sensoriais. Dentre eles estd o estudo que desenvolveu um péo branco e integral livre de gluten
e fortificados com célcio e ferro e concluiu que o pao branco sem glaten fortificado obteve
aprovacao suficiente nos testes sensoriais, no entanto, o integral sem glaten teria que melhorar
nos atributos aparéncia do miolo e aroma (KOHMANN, 2010). Outro estudo desenvolveu
mixes para a fabricacdo de pées isentos de gluten a partir de farinha de trinca e farelo de arroz
e este produto obteve melhor estrutura interna quando adicionado ovo em pd (SILVA, 2014).

No entanto, pelo fato de o arroz conter menor quantidade de prolamina e ser isento de
gliten surge muitas vezes a necessidade de recorrer a outros aditivos, hidrocoloides,
emulsionantes, produtos lacteos ou proteinas que melhorem as suas propriedades tecnologicas
e as caracteristicas viscoelasticas das massas produzidas com farinha de arroz.

Estudos reforcam esta busca, dentre eles é possivel citar o desenvolvimento de um péo
sem glaten com farinha de arroz e de batata-doce, o qual obteve melhores resultados com a
adicdo de em hidrocoloide - carboximetilcelulose (CMC) — e um indice de aceitabilidade de
80,3% com o pdo produzido com 25% de farinha de batata-doce e 75% de farinha de arroz
(FRANCO, 2015). Ja em outro trabalho realizou-se a adicdo de colageno em péo sem gluten
elaborado com farinha de arroz, onde obteve-se com a adicdo de 4% de coldgeno em fibra
caracteristicas tecnoldgicas proximas ao esperado e um indice de aceitacdo superior a 75%
pelos avaliadores (GRACA et al, 2017).

Pico et al. (2019) sugeriram o uso de uma variedade de farinhas sem gliten em vez de
apenas uma farinha para alcancar paes sem gliten com boas propriedades sensoriais e texturiais.
Além disso, eles relataram que a adi¢do de uma certa porcentagem de amido melhorou a
qualidade geral do pdo sem glaten. Assim, misturas de farinhas sem gluten e amidos tém sido

comumente utilizadas, geralmente amido de milho e farinhas de arroz.

2.5.1.2. Amidos

O amido é o mais abundante carboidrato de reserva das plantas superiores, presentes
nos tecidos sob forma de granulos intracelulares. Pela legislacdo brasileira (BRASIL, 1978),
esses polissacarideos de reserva dos vegetais sdo designados amido ou fecula, se provenientes
de partes aéreas ou subterrneas das plantas, respectivamente. As cinco principais espécies
consideradas fonte de amido comercial sdo o milho, trigo, arroz, batata e mandioca (LEONEL,
2005).
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O amido é constituido de dois polimeros de glicose, a amilose e a amilopectina, e possui
capacidade limitada de absorver agua fria, no entanto, com o calor ocorre a quebra de ligacbes
das pontes de hidrogénio entre as cadeias de amilose e amilopectina, consequentemente 0s
granulos tornam-se mais disponiveis para estabelecer ligagdes com a agua, promovendo assim
a intumescéncia dos grdos e formacdo de uma estrutura viscosa. Este processo denomina-se
gelatinizacdo e é dependente das caracteristicas do amido, mais diretamente das respectivas
temperaturas de gelatinizacdo que se relacionam com o teor de amilose. O processo de
gelatinizacdo prossegue até que haja a ruptura dos granulos por completo e a amilose seja
extraida para o exterior formando uma pasta (Figura 3) (SILVA, 2014).

Figura 3- Processo de gelatinizacdo do amido.
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Granulo de
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particularmente
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Fonte: SILVA, 2014.

Na panificagdo € muito importante compreender o comportamento do amido, pois
quando a farinha é moida, inevitavelmente uma proporc¢éo significativa de granulos de amido
é fisicamente danificada, rachada ou quebrada. Quando a massa é primeiramente misturada,
esses granulos de amido absorvem agua. Durante a producdo do péo, nos estagios de mistura e
fermentacdo anteriores ao forneamento, as o ¢ 3- amilases que estdo presentes naturalmente na
farinha transformam uma pequena proporcao do amido em maltose e outros agucares, estes sao
fermentados pelas leveduras que produzem gas carbdnico na massa. Uma vez no forno os
granulos de amido gelatinizam (FRANCO, 2015).

Apos gelatinizacdo do amido, durante o resfriamento, inicia-se um processo onde as
moléculas de amilose auto associam-se, e formam um gel. Esse processo é denominado

retrogradacdo do amido, que resulta num aumento da consisténcia final e, no caso da
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panificacdo é também responsavel pelo endurecimento de todos os produtos a base de amido
(COULTATE, 2002; SILVA, 2014).

A gelatinizacgdo do amido na presenca de diferentes hidrocoloides influencia a
viscosidade da pasta de amido quente. Este comportamento tem sido explicado em termos da
formacdo de complexos entre os polimeros de amido (amilose e amilopectina) e o0s
hidrocoloides durante a gelatinizacdo e a adi¢cao dos hidrocoloides tem demonstrado que estes

afetam o comportamento reolégico da massa e o endurecimento do pao (FRANCO,2015).

2.5.1.3. Féculas

A fécula € um ingrediente largamente utilizado na producéao de panificados sem glaten.
Esta pode ser originaria da batata, da araruta ou da mandioca (KOHMANN, 2010). Segundo a
Resolucdo 12/78 da Comissdo Nacional de Normas e Padrdes para Alimentos do Ministério da
Saude — CNNPA/MS (BRASIL, 1978), polvilho ou fécula de mandioca € o produto extraido da
mandioca. Por meio de normas técnicas especiais relativas a alimentos e bebidas, o polvilho é
classificado em doce e azedo, tendo por base apenas o teor de acidez. Para o produto
fermentado, a acidez deve ser, no maximo, de 5mL de NaOH 1N/100g e para o ndo-fermentado
de ImL de NaOH 1N/100g. Para outras caracteristicas, os valores sdo idénticos: umidade
méaxima de 14%p/p, teor minimo de amido de 80%p/p e residuo mineral fixo maximo de
0,5%p/p, conforme Associacdo Brasileira das Industrias de Alimentos (ABIA, 2000).

Apesar de serem provenientes da mesma matéria-prima, o polvilho doce e o azedo
apresentam caracteristicas diferentes, por exemplo, o polvilho azedo apresenta maior
capacidade de expansdo comparado com o doce, porém possui menos capacidade de
geleificacdo e menor estabilidade a agitacdo (KOHMANN, 2010).

2.5.1.4. Hidrocoloides

Os hidrocoloides, sdo polissacarideos considerados essenciais na elaboragdo de
produtos de panificacdo sem gluten, pois possuem a capacidade de imitar, até certo ponto, a
propriedade viscoelastica do gliten (NASCIMENTO, 2014). Suas aplicacdes na industria
alimentar estdo associadas a sua capacidade hidrofilica, ou seja, interacdo significativamente
com a agua que se encontra livre no meio onde se aplicam, reduzindo a sua mobilidade e
aumentando assim a viscosidade das solu¢des (FRANCO, 2015). Além disso, os hidrocoloides
tém sido utilizados devido a sua solubilidade em &gua, 0 que permite a sua aplicacdo como

agente espessante, gelificante e estabilizante, outro fato € sua alta capacidade de retencdo de
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agua que confere estabilidade aos produtos por reducdo da sua atividade de &gua (SILVA,
2014).

Estas substancias podem ser classificadas de acordo com a sua origem. Entre os de
origem vegetal estdo: (a) aqueles provenientes de algas marinhas, como a goma agar-agar,
carragena ¢ alginato; (b) os extraidos de plantas, como pectina ¢ -glucanas; (c) as gomas
exsudadas de plantas, como a goma arabica; (d) as mucilagens de sementes, como a goma
alfarroba, goma guar e psyllium. Existem também os hidrocoloides produzidos a partir da
sintese quimica ou bioquimica da celulose, tais como a hidroxipropilmetilcelulose (HPMC),
carboximetilcelulose (CMC) e a metilcelulose (MC); e também os oriundos da biossintese
microbiana, como é o caso da goma xantana (NASCIMENTO, 2014). Apesar da grande
variedade, na literatura identifica-se que os hidrocoloides utilizados mais frequentemente em
experimentos realizados com produtos sem gluten sdo a goma xantana, HPMC e CMC
(NASCIMENTO, 2014).

A xantana, conhecida como goma xantana, € um heteropolissacarideo de alto peso
molecular e um biopolimero produzido por bactérias gram-negativas do género Xanthomonas,
que utilizam como fontes de carbono preferencialmente a glicose ou sacarose. E um
hidrocoloide ndo gelificante, que forma solucdes pseudoplasticas de alta viscosidade e ndo é
afetada por mudancas na temperatura, pH ou concentragéo de sal, sendo, portanto, um dos
hidrocol6ides mais utilizados na industria de alimentos (NASCIMENTO, 2014).

A Resolugdo RDC n° 45 de 03 de novembro de 2010 aprovou o Regulamento Técnico
sobre aditivos alimentares autorizados segundo as Boas Préticas de Fabricacdo (BPF), no qual
a goma xantana e guar estdo inseridas (BRASIL, 2010). A Resolucdo n.° 383 de 09 de agosto
de 1999 aprovou o Regulamento Técnico sobre o uso de aditivos alimentares, estabelecendo
suas funcdes e seus limites maximos para a categoria de alimentos 7 — produtos de panificacdo
e biscoitos, sendo que nela os espessantes utilizados para pdes com fermento bioldgico
estabelece como limite maximo quantun satis (BRASIL, 1999). De acordo com Silva (2014),
estes hidrocoloides podem ser aplicados em concentracfes baixas, que geralmente variam de
0,5 % a 5 % e por norma ndo interferem no aroma, paladar ou valor nutritivo do produto,
desempenhando um papel importante no controle da textura de muitos alimentos processados.

Na preparacdo da massa de péo isenta de gluten, os hidrocoloides sdo muitas vezes
utilizados para aumentar a estabilidade das bolhas de gis com o aumento da viscosidade e
também interagir nas propriedades de gelatinizacdo/retrogradagdo do amido. A influéncia do

hidrocoloide sobre a reologia da massa de pdo e qualidade do pao, mais concretamente, na
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textura do miolo e volume final, depende das opg¢des especificas do hidrocoloide (massa e
estrutura molecular, comprimento da cadeia, concentragdo e modificacbes quimicas), das
farinhas e outros ingredientes da receita, e dos parametros do processo utilizados (pH,

temperatura, ligacGes idnicas e presenca de ions) (SILVA, 2014).

2.5.1.5. Proteinas

As proteinas sdo essenciais para manter a massa e a forca muscular, especialmente nos
idosos, mas também para promover o crescimento saudavel em criangas, para obter uma
quantidade ideal e manter a satde Gssea em todas as fases da vida, e para melhorar a resposta
adaptativa ao treinamento de atletas e individuos que praticam atividade fisica (GARCIA-
SEGOVA, IGUAL and MARTINEZ-MONZO, 2020).

As fontes de proteinas tém sido investigadas para melhorar a qualidade e o
desenvolvimento de um pdo sem gldten, uma vez que as proteinas sdo necessarias para as
reacOes de Maillard, que sdo responsaveis pela cor da crosta e geracdo de compostos volateis,
podem melhorar a estrutura e capacidade de retencdo de gas das massas, além de
simultaneamente beneficiar a qualidade nutricional dos produtos (PICO et al., 2019). Proteinas
de diversas fontes podem ser utilizadas, entre elas, as proteinas do leite, albumina dos ovos,
proteina de soja, coldgeno além de outras proteinas de fontes animais e vegetais
(NASCIMENTO, 2014; FRANCO, 2015).

Na industria de alimentos, as proteinas de fontes vegetais, provenientes do milho e
ervilha por exemplo, séo utilizadas como uma "fonte de proteina” ou alegacdo de "rico em
proteina™ principalmente em produtos lacteos ou voltados para atletas e idosos, como também
em produtos de confeitaria e panificagdo. Além disso, a fortificagdo do pdo com a proteina
permite uma alegacdo de "rico em proteina” sem aumentar o nivel glaten, podendo, porém,
afetar a textura, consisténcia e elasticidade da massa (GARCIA-SEGOVA, IGUAL AND
MARTINEZ-MONZO, 2020).

No Brasil, os termos de alegacéo utilizados em produtos que contenham a proteina e as
condicdes para a declaracao da informacéo nutricional complementar para as proteinas e outros
nutrientes (Tabela 5) sdo autorizados segundo Resolucéo da Diretoria Colegiada - RDC n° 54,
de 12 de novembro de 2012, a qual dispde sobre o regulamento técnico sobre informacgéo
nutricional complementar (BRASIL, 2012).
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Tabela 5- CondicGes para a declaragdo da informacao nutricional complementar das proteinas (contetido

absoluto).
Proteinas
Atributo Condigdes
Fonte Minimo de 6 g de proteina; e Por 100 g ou 100 ml em pratos
preparados conforme o caso.
Por porcéo.
As quantidades de aminoacidos essenciais do alimento atendem as
condicdes estabelecidas na Tabela 8.
Alto contetdo Minimo de 12 g de proteinas; e Por 100 g ou 100 ml em pratos
preparados conforme o caso.
Por porcéo.
As quantidades de aminoacidos essenciais do alimento atendem as
condicdes estabelecidas na Tabela 8.

Fonte: RDC n° 54, de 12 de novembro de 2012 (BRASIL,2012).

Neste contexto, a utilizacdo de matérias-primas ricas em proteinas, como é o caso dos
cereais como o milho e de proteinas hidrolisadas como o colageno oferecem um método viavel
para aumentar a ingestdo de proteina na dieta, promovem a inovacgéo no setor de paes, produtos
de confeitaria e podem melhorar caracteristicas fisicas, sensoriais e nutracéuticas, como
também projetar novos alimentos ricos em proteinas e fibras (MENEZES et al, 2014;
NASCIMENTO, 2014).

2.5.1.6. Colageno Hidrolisado

O colageno hidrolisado é uma proteina natural derivada do colageno nativo, encontrado
na pele e 0ssos de bovinos, suinos, aves e peixes (DENIS et al. 2008). A sua diferenga entre o
colédgeno nativo e a gelatina consiste na sua solubilidade em agua e solugdo salina, sendo
constituido de elevado teor proteico (84 a 90%) e ndo possui poder de geleificacdo, devido as
baixas massas moleculares. (DAMODARAN et al. 2010).

Para fins de produgdo industrial, o colageno nativo é submetido ao tratamento quimico
para a remocao de gordura e para a eliminacgdo do célcio. A partir dele podem ser obtidos: fibra
de colageno, colageno parcialmente hidrolisado (gelatina) e colageno hidrolisado. Para a
obtenc¢édo do colageno hidrolisado soltvel em agua (sem poder de gelificagdo), 0 mesmo passa
por uma hidrolise quimica e enzimética sob condicdes controladas (50 a 60°C) (FERREIRA,
ROBERTO E CAMISA, 2018).

O coléageno hidrolisado ndo contém carboidratos e nao confere sabor amargo ao produto
final, podendo ser adicionado como matéria-prima em produtos que oferecem beneficios

complementares para a satde e ser utilizado no desenvolvimento de novos produtos. O uso
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deste tipo de colageno é indicado em produtos de panificacdo devido a elevada capacidade de
retencdo de agua e alto teor proteico (MENEZES et al, 2014).

Alguns estudos ja foram realizados para analisar os efeitos da ingestdo do colageno
hidrolisado. Menezes et al (2014) estudou a adicdo de colageno hidrolisado na qualidade da
farinha de trigo para a producédo de pées tipo forma e constatou que é uma alternativa para o
enriguecimento do produto, elevando o teor de proteina, sem prejudicar, significativamente, as
propriedades reoldgicas da farinha e aspectos da qualidade dos paes.

E possivel citar também o estudo realizado por Graga et al (2017) onde foi avaliado o
efeito da adicdo de coldgeno em pd e em fibra nas caracteristicas estruturais, tecnoldgicas e
sensoriais de pdes sem gluten, elaborados com farinha de arroz e seus resultados foram que o
pdo da formulacdo com 4% de colageno em fibra apresentou as caracteristicas tecnolégicas
mais proximas ao esperado, ndo diferindo significativamente quanto a composic¢ao quimica, do
pdo padrdo e que por meio da andlise sensorial, constatou-se que os paes sem gluten (padréo e

com 4% de colageno em fibra) obtiveram aceitacdo sensorial superior a 75%.

2.5.1.7. Zeina

O gréo de milho é formado por quatro estruturas fisicas: endosperma, gérmen, pericarpo
(casca) e ponta, estas estruturas diferem em composi¢do quimica e na disposicdo interna do
gréo (Figura 4).

Figura 4- Anatomia do gréo de milho e suas partes.

Fonte: PAPALIA e LONDERO (2015).
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O endosperma representa aproximadamente 83% do peso seco do grdo, consiste
principalmente de granulos de amido, em média 88%, classificado em dois tipos: farinaceo e
vitreo, e concentracao de proteinas de reserva, como a zeina. No endosperma vitreo do gréo de
milho, encontra-se a maior concentracdo de zeina, em compara¢do com o endosperma farinaceo
(PAPALIA & LONDERO, 2015).

Zeina é o nome especifico de uma das proteinas derivadas do endosperma dos grdos de
milho, classificada do grupo das prolaminas, caracterizadas pelo alto teor de aminoacidos
apolares, conferindo estrutura molecular hidrofébica e soltvel em élcool, e representando cerca
de 60% das proteinas totais do milho (PAPALIA & LONDERO, 2015; SHUKLA &
CHERYAN, 2001).

De acordo com Papalia & Londero (2015), a zeina pode ser dividida em quarto
subclasses: a-zeinas — rica em aminoacidos hidrofobicos (alanine, leucina e prolina) e soltveis
em solugdes alcodlicas; B-zeina — rica em aminoacidos sulfurados e solUveis em élcool
hidratado apds uso de agentes redutores, y-zeina — constituida de residuos de prolina e, para
solubilizacdo dessa proteina, tanto em alcool 70% como em &gua, é necessario o uso de agentes
redutores para rompimento das ligagoes dissulfeto; e por fim 8-zeina — cuja composicdo € de
aminoacidos sulfurados, além de prolina e leucina, o qual assim como as zeinas B, vy, sdo
extraidas somente com reducdo das ligacdes de dissulfeto, sendo usado tradicionalmente o beta
mercaptoetano.

O beta-mercaptoetanol € um agente redutor que promove a reducao das pontes de
enxofre, formadas pelos grupamentos sulfidrilas de cisteinas, presentes na enzima, promovendo
sua inibicdo (SANT’ANA, 2012). De acordo com a diretiva Europeia 67/548/CEE e emendas,
0 beta-mercaptoetanol é toxico por inalagdo, em contato com a pele e por ingestdo além de ser
irritante para a pele. Deste modo, o0 uso do beta-mercaptoetanol é inadequado para qualquer
tipo de extracdo para fins alimenticios e deve ser substituido por um outro agente redutor nao
toxico, como o acido ascarbico.

O é&cido ascorbico puro € solido, branco, cristalino e muito solivel em agua. A
propriedade quimica do ascorbato € a sua habilidade para agir como agente redutor (doador de
elétrons), antioxidante e como agente sequestrador em determinados alimentos. A atuacéo do
acido ascorbico como agente redutor, além de este ser totalmente seguro para consumo humano,
barato e bem aceito pelos consumidores, pode otimizar da extracdo da zeina de milho e ndo
causar danos a satide humana (SANT’ANA, 2012).
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Esse grupo de proteinas foi isolado pela primeira vez por Gorham (1821) em milho
integral usando solucdo aquosa de etanol e a primeira patente para 0 método comercial de
extracdo de zeina foi concedida a Osborne (1891). Argos et al., (1982) prop6s um modelo
estrutural da zeina em formato de hélice coloidal (unido dos aminoacidos polares e apolares),

referente a estrutura secundaria da proteina zeina (Figura 5).

Figura 5- Modelo de estrutura secundaria da proteina zeina.

(b)

Fonte: PAPALIA e LONDERO (2015).

A estrutura da zeina, portanto é formada por aminoacidos apolares organizados em uma
estrutura circular, unidos através de trés segmentos polares, repetidas em nove hélices
sequenciais (Up) e antiparalelas (Dn) em superficie plana molecular (Figura 5a), formando um
empilhamento dessas hélices por interacdes de residuos de glutamina, parte polar nas
extremidades da cadeia (Figura 5b) (PAPALIA & LONDERO, 2015).

As zeinas sdo consideradas de alto grau de polimerizacdo e propriedades isolantes,
destacando-se sua aplicacdo na elaboracdo de filmes para conservacdo de alimentos altamente
pereciveis e microcdpsulas na industria farmacéutica (PAPALIA & LONDERO, 2015).
Recentemente estas proteinas tém sido avaliadas adequadas para a producgdo de pao isento de
gluten, por exemplo, segundo Smith et al (2017) o uso da zeina na area de panificacdo tem
focado principalmente em propriedades fisico-quimicas das misturas zeina e zeina-amido, bem

como desenvolvimento de produtos e otimizacdo de pées utilizando misturas zeina-amido.
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Berta et al (2019) cita que a zeina quando aquecida acima de sua temperatura de
transicdo vitrea (40°C) forma fibrilas elasticas dentro da matriz de amido, conferindo
propriedades viscoelasticas a massa sem gluten. Sosa, Califano e Lorenzo (2019) também citam
que na mistura de massas contendo zeina e amido, a zeina é conhecido por formar 3 folhas, que
acreditasse contribuir substancialmente para o comportamento elastico do gliten na massa de
trigo. No entanto, no desenvolvimento de produtos sem gluten, eles descobriram que misturas
puras de zeina e amido apresentavam textura indesejavel de paes sem glaten. Por outro lado,
quando zeina foi usado em combinacdo com hidrocoloides, serviu como um potencial estrutural
do miolo que mostrou seu potencial como fonte de proteinas de cereais na producdo de

alimentos sem gluten.
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3. OBJETIVOS
3.1. Geral

Desenvolver pées isentos de gluten elaborados com farinha de arroz, com a adicéo de

zeina e colageno hidrolisado, e avaliar o efeito dessas proteinas sobre o0s pées a partir das suas

caracteristicas fisicas.

3.2. Especificos

Isolar a proteina do milho, zeina, por meio do método modificado por Sant’ana (2012)
utilizando o acido ascérbico como agente redutor;

Desenvolver um pao sem gluten e verificar a influéncia da adicdo da zeina isolada;
Desenvolver um pao sem glaten e verificar a influéncia da adicdo do colageno hidrolisado;
Avaliar as caracteristicas fisicas dos pdes sem gluten a partir do volume especifico, firmeza,
cor e perda peso apos forneamento;

Avaliar os paes sem glaten a partir da microscopia digital.
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4. METODOLOGIA

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Tecnologia de Cereais e Massas,
Laboratorio de Processamento de Produtos de Origem Vegetal (LPPOV), Laboratério de
Anélise de Alimentos (LAA) e no Laboratério de Flavor e Analises Cromatograficas (LAF) do
Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA), todos situados na Universidade Federal de

Sergipe, Campus de Séo Cristdvao — SE.

4.1. Matéria-prima

As matérias-primas para o isolamento da proteina do milho (farinha de milho flocada)
e para as elaborag6es dos pdes (farinha de arroz, sal, acucar cristal, 6leo de girassol, fermento
bioldgico seco e goma xantana) foram adquiridos em estabelecimentos localizados em Aracaju-

SE. O carbonato de calcio e o colageno hidrolisado foram adquiridos em farmacias locais.

4.2. Extracdo da proteina do milho

A extracdo quimica da proteina do milho, zeina, foi conduzida segundo o método
modificado realizado por Sant’ana (2012), o qual utiliza &cido ascorbico como agente redutor
n&o toxico.
4.2.1. Método de extracao da proteina do milho

Para extracdo da zeina, uma solucdo de alcool etilico 70% contendo 0,5% &cido
ascorbico foi adicionada a amostra (farinha de milho flocada), numa proporcdo de 10:1
(volume/peso), sob agitacdo por 24 horas a temperatura de 25+2°C (Figura 6). Em seguida, a
solucéo foi centrifugada por 15 minutos a 9000 rpm (SANT’ANA, 2012). O sobrenadante foi
submetido a secagem em desidratador com ar for¢ado a temperatura de 25+2°C por 24 horas,
posteriormente armazenado em Becker de vidro recoberto com filme plastico, para sua vedacéo,

e mantido sob refrigeracdo (Figura 6).

Figura 6- Método de extragdo da zeina.

Fonte: Préprio autor.

4 )\ ( ) ( A e N Ve ~N
Solugdo (alcool Secagem do Armazenamento
etilico 70% e 0,5% Agitacdo Solucgédo é sobrenadante em Becker de
4cido scorbico) + por 24 centrifugada em vidro recoberto
farinha de milho horas por 15 desidratador com filme
flocada temperatur minutos a temperatura plasticoe,
N ) a de 25°C 9000 rpm de 25°C por mantido sob
(proporcao de 10:1) 24 horas refrigeragio
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4.2.2. Rendimento da extracdo da proteina do milho

ApoOs a secagem, a proteina obtida foi pesada em balanca analitica para que assim fosse
possivel calcular seu rendimento final, ou seja quanto de proteinas totais do milho foram obtidas
a partir da matéria-prima, farinha de milho flocada, utilizada para sua extracdo. O célculo de

rendimento utilizado estd demonstrado na Equacéo 1.

Rendimento (%) = ( massa obtida (g) )xlOO (Equacéo 1)

massa da matéria—prima (g)

4.3. Formulagao dos paes sem gluten
As formulacgdes foram desenvolvidas em conformidade com a area de panificacdo, em
gue a soma das farinhas deve ser equivalente a 100% e os demais ingredientes séo calculados

com base na quantidade de farinha, como pode ser observado na Tabela 6.

Tabela 6- FormulagOes de pdes sem gluten elaborados com farinha de arroz.

Ingredientes Quantidade (%) Quantidade (g)
Farinha de arroz 100 400
Agua 100 400
Oleo de girassol 6 24
Acucar 5 20
Sal 2 8
Fermento biol6gico seco 2 8
Goma xantana 2 8
Carbonato de célcio * *
Zeina ** *x
Colageno hidrolisado *x faled

* A quantidade de carbonato de calcio (10g) € utilizada apenas para 0s tratamentos que continham zeina.

**As quantidades de zeina e colageno hidrolisado variaram conforme o delineamento experimental.

4.4. Delineamento Experimental

O delineamento fatorial 22 inteiramente casualizado sem blocagem foi utilizado para
avaliar o efeito de duas variaveis independentes na composicao dos pédes processados com
farinha de arroz avaliados em dois niveis (-1 e 1) conforme valores indicados na Tabela 7, sendo
as variaveis a zeina isolada com o nivel de dosagem variando de 0 a 8% e o col&geno hidrolisado
variando de 0 a 4%, totalizando 4 tratamentos com 3 repeti¢cdes cada. As variaveis dependentes
do planejamento foram as caracteristicas fisicas dos paes, como perda de peso ao assar, volume

especifico, cor e firmeza. A Tabela 8 contém a matriz do planejamento utilizado para o estudo.
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Tabela 7- Niveis codificados e decodificados das variaveis colageno hidrolisado e zeina.

Variaveis independentes 1 Niveis ;
Colageno hidrolisado (%) 0 4
Zeina (%) 0 8

Fonte: Proprio autor.

Tabela 8- Matriz do delineamento fatorial 22 inteiramente casualizado sem blocagem para elaboracéo
dos paes sem gluten com farinha de arroz, colageno hidrolisado e zeina.

Tratamento Colageno hidrolisado (%) Zeina (%)
Controle 0(-1) 0(-1)
Colageno 4(1) 0(-1)

Zeina 0(-1) 8 (1)
Colégeno e Zeina 4 (1) 8(1)

Fonte: Proprio autor.

4.5. Processamento dos péaes sem gluten

O processamento dos pées foi realizado diante da devida pesagem dos ingredientes
(Tabela 6) em balanca analitica, seguida da sua homogeneizacdo em batedeira (Arno planetéria
Mod.: BPA, COM. REF.: SX7000.12), onde inicialmente era misturada agua, 6leo de girassol,
aclcar, sal, goma xantana por aproximadamente 5 minutos na velocidade 2, em seguida
adiciona-se a farinha de arroz, fermento bioldgico seco e, dependendo de qual seja o tratamento
(Tabela 8), a zeina e/ou colageno, homogeneizando-os por mais 5 minutos na velocidade 2.

Nas formulagdes dos pées adicionados da zeina houve previamente o ajuste do pH da
zeina obtida utilizando uma solucdo de carbonato de célcio (10g/50mL) até obter um pH
proximo a neutralidade.

As massas foram enformadas e levadas a fermentacdao na camara BOD, permanecendo
por 40 minutos a uma temperatura de 29°C. Apds a fermentacéo, a massa foi transferida para a
méaquina de pdo (Panificadora Multi Pane 2 Britania) onde foi submetida a operacdo de
forneamento por 60 minutos. Ao final do forneamento, os pdes foram desenformados e
colocados para resfriar até atingirem a temperatura ambiente (25+2°C), em seguida
armazenados em embalagens de polietileno de baixa densidade e temperatura ambiente (25 +

2°C) para posterior realizacdo das analises experimentais.
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4.6. Andlises Fisicas

4.6.1. Determinacéao de Cor

A avaliacdo das cores dos paes sem glaten foi realizada por meio do sistema de leitura
de trés pardmetros, o CIELAB, também conhecido como espaco L* a* b*, a partir do
colorimetro Color Reader (Minolta, Modelo: CR-10).

O parametro L* esta associado a luminosidade das amostras e pode variar de 0 a 100,
sendo que os valores mais altos de L* (préximos de 100) caracterizam as amostras mais claras
e os menores valores de L* (menores que 50) caracterizam amostras mais escuras. A
coordenada cromatica a* esta associada a dimensdo verde-vermelho; valores positivos de a*
indicam amostras na regido do vermelho e valores negativos de a* indicam amostras na regido
do verde. A coordenada cromatica b* esta associada a dimensédo azul-amarelo; valores positivos
de b* indicam amostras na regido do amarelo e valores negativos de b* indicam amostras na
regido do azul (ROLIM et al, 2010).

4.6.2. Determinacgéo de volume especifico

O volume especifico (Equacédo 2) seguiu a metodologia de Brito e Cereda (2015) com
adaptacGes, onde foi estabelecido pelo quociente entre o volume (cm®) e a massa (g) de cada
amostra forneada, com resultados expressos em cm®g™. A massa serd obtida em balanca
analitica e o volume pelo célculo dado pela multiplicacdo da altura, vezes a largura, vezes o

comprimento de cada péo.

VE =< (Equacdo 2)

m

Onde: VE - volume especifico (cm® g%); V - volume (cm®); m - massa (g).

4.6.3. Perda de peso ao assar
A perda de peso ao assar (PPA) foi obtida utilizando-se o peso anterior e posterior ao

forneamento segundo metodologia de El- Dash (1978) e sera calculada segundo a Equacéo 3.

PA—PP

PPA = ( )xlOO% (Equagéo 3)

Onde: PPA - Porcentagem da perda de peso ao assar (%); PA - Peso anterior ao assamento (g); PP - Peso
posterior ao assamento (g).
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4.6.4. Determinacéo de Firmeza

A firmeza da crosta dos paes, para cada tratamento, foi realizada em triplicata segundo
a metodologia da AACC (74-09) (2000) com adaptacdes. Cada tratamento dos paes sem gluten
foi colocada no centro da plataforma do Analisador de Textura (CT3™ Texture Analyzer),
sendo entdo comprimidas por sonda cilindrica de 36 mm de didmetro nas seguintes condicfes
de trabalho: velocidade de pré-teste: 2 mm/s; velocidade de teste: 1,7 mm/s; velocidade de pds-
teste: 1,7 mm/s; compressdo: 40%; forca de disparo: 5 g. Posteriormente, fatias de 25 mm de
espessura também foram submetidas as mesmas condigdes citadas anteriormente com

modificagdo da compressao (30%).

4.6.5. Microscopia digital

A analise de microscopia digital dos quatro tratamentos foi realizada utilizando o
microscopio digital da Marca Dino-Lite, modelo Dino-Lite Plus AM313T, aproximagao 20x ~
230x e o software DinoCapture 2.0. Através da analise visual das imagens capturadas, sera
observado a estrutura do miolo e casca dos paes adicionados de zeina e colageno segundo o

delineamento experimental, onde estas serdo comparadas ao controle.

4.7. Andlise estatistica

O rendimento da zeina foi analisado pelo software Microsoft Excel a partir da média
das massas obtidas em cada extracdo juntamente com seu desvio padrdo. As analises fisicas:
cor instrumental, volume especifico, perda de peso ao assar e firmeza, foram avaliadas
estatisticamente pelo software Statistical Analysis System (SAS®) Studio por Andlise de
Variancia (ANOVA) e Teste de médias de Tukey (p<0,05), para que sejam comparadas as
médias e determinar qual o efeito de cada variavel sobre as caracteristicas fisicas dos paes sem

gluten.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Rendimento da zeina

A extracdo quimica das proteinas do milho, seja diretamente de grdos macerados ou de
seus derivados industrialmente processados, tem por base o uso de solugfes alcoolicas,
empregadas como solventes, pois a classificacdo das proteinas do milho tem por base a
solubilidade em diferentes solventes, onde as prolaminas, sdo soltveis em solucGes alcoodlicas
a 70-80%; e o uso de um agente redutor na extragdo, como o acido ascorbico, pois as zeinas B,
vy e 0 sdo extraidas somente com reducdo das ligacdes de dissulfeto (SANT’ANA, 2012).

Diante disto, foram realizadas vérias extra¢fes da proteina do milho segundo o método
modificado de Sant’ana (2012) a partir da farinha de milho flocada e verificou-se que seu
rendimento médio foi de 9,19+1,0% de proteinas totais do milho, onde segundo Papalia &

Londero, (2015) a zeina representa cerca de 60% das proteinas totais do milho.

Figura 7- Zeina obtida pelo método de extracdo quimica modificado de Sant"ana (2012).

Fonte: Proprio autor.

O experimento realizado por Shukla et al. (2000) obteve uma recuperagdo média das
zeinas de 50,6 % do total das proteinas do milho, utilizando-se o etanol a 70% por 30-40 min a
uma temperatura de 50°C. Comportamento semelhante foi observado no estudo para extracdo
de zeina realizado por Sant’ana (2012), a partir do grao de milho moido integral e utilizando-
se como solvente extrator o etanol 70%, o qual obteve 40,26% de proteina. Diante destes
resultados, pode-se concluir que dentro do rendimento de proteina total do milho encontrado
neste estudo podemos assumir que o percentual de zeina esta proximo ao da literatura, o qual

seria de 40 a 60%, o qual é um resultado satisfatério de extracao.
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5.2. Determinacéo de cor

A cor é uma importante caracteristica em produtos de panificagéo, pois, aliada a textura
e ao aroma, contribui na aceitacdo dos consumidores. Por outro lado, a cor é dependente das
caracteristicas fisico-quimicas da massa (conteldo de agua, pH, aglcares redutores) e do
processo de fabricacao (temperatura de forno e umidade relativa) (EVANGELHO et al, 2012).
O resultado médio de cor da crosta e do miolo dos paes sem gluten de acordo com o
delineamento experimental, utilizando-se os parametros segundo o sistema CIELAB, estdo

expressos na Tabela 9 e a andlise visual das crostas estdo demonstradas na Figura 8.

Figura 8- Anélise visual da cor da crosta dos pdes sem glaten de acordo com cada tratamento.

Fonte: Préprio autor.

Tabela 9- Determinacéo de cor da crosta e do miolo dos pées sem gllten expressos no sistema CIELAB.

Crosta Miolo
Tratamento
a* b* L* a* b* L*
Controle 4.47+1,3° 28,43+4,0° 56,83+2,28  4,90+0,0° 29,30+0,4> 56,50+1,22
Colégeno 5,0+0,2° 30,03+1,5° 56,90+2,68  4,20+0,4¢ 28,57+0,6° 56,37+0,8?
Zeina 13,43+1,00  43,27+1,4®  47,87+2,6%® 11,70+0,4> 41,93+1,32 47,77+2,7°
Colégeno e zeina 13,9+0,72 40,33+2,32 38,93+5 70  13,43+0,22 41,53+1,82 42,67+2 4°

*Pardametros de cor (CIELAB) - L*(luminosidade), a*(intensidade de vermelho/verde) e b* (intensidade de
amarelo/azul). Média da triplicata + desvio padrdo. Médias com letras em comum, na mesma coluna, ndo diferem

estatisticamente entre si (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

Analisando a cor da crosta e do miolo apresentada na Tabela 9 observa-se que o
parametro luminancia L* com valores mais altos indicam maior refletancia da luz, traduzindo-
se em péaes com coloragao clara, pobres em agucares, como no caso dos tratamentos Controle e

Colageno, os quais ndo diferem estatisticamente (p < 0,05) entre si, como mostra a Figura 8.
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Essa coloragdo € justificada pois os pdes sem gluten sdo geralmente identificados por ter cor
mais clara do que pées de trigo em virtude de amidos e farinha de arroz ( WRONKOWSKA;
HARQOS; SORAL-SMIETANA, 2013). Gomez et al. (2003) também ressaltam que a cor do
miolo ¢ afetada diretamente pelas caracteristicas da farinha de arroz.

Em relacdo aos parametros de cromaticidade a* (desvio para o vermelho) e b* (desvio
para o amarelo) verificou-se que os tratamentos Zeina e Colageno com Zeina obtiveram 0s
maiores valores e diferiram estatisticamente (p < 0,05) dos tratamentos Controle ¢ Colageno,
ou seja, os valores de a* quando sdo maiores indicam uma colora¢do mais escura de crosta e
miolo, e os valores de b* quando forem valores altos sdo traduzidos para amostras com forte
coloracdo amarelada ou dourada (ESTELLER; LANNES, 2005). Estes resultados podem ser
confirmados na Figura 8, onde visualmente os tratamentos Controle e Coladgeno sdo mais claros
e 0s Zeina e Colageno com Zeina sdo mais amarelados.

Um aumento significativo do amarelamento no péo suplementado com a proteina lupina
foi observado por Kohajdova et al. (2011). O mesmo efeito do amarelamento foi relatado por
Ziobro et al. (2016) em seu estudo dos efeitos das proteinas isoladas (albumina, colageno,
ervilha, lupina e soja) sobre a qualidade e estrutura do pdo sem gluten, onde os autores
observaram que a presenca das proteinas diminuiu significativamente a luminosidade (L*) dos
pées, contudo obtiveram valores dos parametros a* e b* positivos.

Mifarro et al. (2010) avaliaram a influéncia de proteina unicelular sobre as
caracteristicas do pao sem gluten. Segundo os autores, 0s pdes contendo proteinas unicelulares
ficaram mais escuros que a mesma formula sem este ingrediente, devido a propria cor da
proteina (L*=65, a*=6, e b=21). Ja Gragca et al. (2017) utilizaram coldgeno em pé e em fibra
em pdo sem gluten com farinha de arroz e observaram que a luminosidade da crosta e do miolo
em paes de colageno em pd foi significativamente maior, ou seja, paes mais claros, e que o
croma a* e b* tiveram maiores valores para as formulagcdes com o colageno em fibra, tendo
assim influéncia na cor dos pées.

Segundo Esteller e Lannes (2005) embora a coloragdo dourada seja caracteristica de
produtos forneados, essa cor pode aparecer por outras razdes, a exemplo de pées ricos em
proteinas, acucares redutores e ovos (carotenoides). Wronkowska; Haros; Soral-Smietana
(2013) tambem cita que a propria formulacdo do pé&o pode alterar a cor do péo final. Portanto,
os tratamentos Zeina e Coldgeno com Zeina obtiveram valores maiores nos parametros de
cromaticidade devido a presenca da propria zeina e também do pigmento do milho que

permaneceu na proteina mesmo apos sua extracao, resultando em paes mais amarelados.
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5.3. Determinagéo de volume especifico

O volume especifico € uma das caracteristicas visuais mais importante nos paes, a qual
influencia fortemente a escolha do consumidor. E também a medida utilizada para verificar a
capacidade da farinha de expandir e reter o gas no interior da massa durante o forneamento
(EVANGELHO et al., 2012). De acordo com o delineamento experimental, a Tabela 9
demonstra os valores médios dos volumes especificos dos paes sem glaten, os quais foram
analisados segundo a Analise de Variancia (ANOVA) e Teste de médias de Tukey (p<0,05)
para verificar o efeito do coladgeno hidrolisado e zeina nos pédes sem gluten (Tabelas 10, 11 e

12). A Figura 9 ilustra o volume dos pées de acordo com seu respectivo tratamento.

Tabela 10- Volumes especificos dos paes sem gluten segundo o delineamento experimental.

Tratamento Volume especifico (cm3g?1)*
Colageno e Zeina 2,19 + 0,052
Coléageno 2,08 + 0,062
Zeina 1,92 +0,04P
Controle 1,43 +0,06¢

*Média da ftriplicata + desvio padrdo. Médias com letras em comum, na mesma coluna, ndo diferem

estatisticamente entre si (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

Figura 9- Analise visual do volume dos paes sem gluten.

Zeina Colageno e Zeina

Fonte: Proprio autor.
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O maior volume especifico (2,19 + 0,05 cm®/g) foi observado no p&o que continha em
sua formulacdo o colageno hidrolisado e a zeina (Tabela 10) e este tratamento ndo obteve
diferenca estatistica (p < 0,05) ao ser comparado com a formulacdo adicionado apenas com
colageno hidrolisado, dados comprovados visualmente na Figura 9. O tratamento com zeina
resultou em um volume especifico (1,92 + 0,04 cm®/g) estatisticamente menor que os que
utilizaram colageno, porém um valor significativamente melhor que o controle, pois este Gltimo
apresentou 0 menor volume especifico (1,43 + 0,06 cm®/g) e diferiu significativamente (p <
0,05) de todas as outras formulacdes. Sendo assim, a presenca das proteinas impactou
positivamente no volume especifico dos pdes sem gliten em comparacdo ao controle. As

Tabelas 11 e 12 mostram o efeito das proteinas sobre o volume especifico dos pées.

Tabela 11- Efeito do colageno hidrolisado sobre o volume especifico dos pdes sem glaten.

Colageno hidrolisado (%) Volume especifico (cm3.g)*
4 2,13+0,08?
0 1,67+0,27°

*Média da triplicata + desvio padrdo. Médias com letras em comum, na mesma coluna, ndo diferem

estatisticamente entre si (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

Tabela 12- Efeito da zeina sobre o volume especifico dos paes sem glaten.

Zeina (%) Volume especifico (cm3.g1)*
8 2,050,152
0 1,75+0,36°

*Média da ftriplicata + desvio padrdo. Médias com letras em comum, na mesma coluna, ndo diferem

estatisticamente entre si (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

Os péaes sem glaten com a adi¢do tanto do colageno hidrolisado quanto da zeina
obtiveram diferenga significativa (p < 0,05) daqueles que nao continham essas proteinas em sua
formulacdo, ou seja, a presenca dessas proteinas promoveram efeito sobre o volume especifico,
aumentando significativamente a capacidade a retencdo de gas gerado durante a fermentacédo e
o forneamento dos pées sem gluten, reforcando o resultado observado na Tabela 10. Segundo
Moore et al (2004) a capacidade de retencdo de gas € uma dificuldade tecnologica encontrada
na producdo de massas sem gluten, originando paes com baixo volume especifico e miolo firme
e borrachento. Portanto, ao melhorar o volume especifico obtém-se um pdo sem glaten de

melhor qualidade.
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A interagdo entre o colageno hidrolisado e a zeina sobre o volume especifo encontra-se

no gréfico da Figura 10.

Figura 10- Interacdo entre o coladgeno hidrolisado e a zeina sobre o volume especifico dos paes sem

glaten.
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Fonte: Software Statistical Analysis System (SAS®) Studio.

Observa-se na Figura 10 que os paes que ndo continham em sua formulagdo nem o
colageno e nem a zeina (-1 e -1) obtiveram menor volume especifico (1,43 + 0,06 cm®g?),
contudo ao ser adicionado apenas o coladgeno hidrolisado ao tratamento j& se obtém um aumento
significativo (p < 0,05) desta caracteristica (2,08 + 0,06 cm®g™?).

Os paes sem gluten adicionados com a zeina obtiveram também um aumento no volume
especifico para as duas condicGes do colageno (-1 e 1), onde a interagdo colageno e zeina (1 e
1) torna-se estatisticamente significativa (p<0,05) sendo o resultando do maior volume
especifico dos paes (2,19 + 0,05 cm3g?), ou seja, pdes com maior capacidade de retencéo de

gas no interior da massa durante a fermentacédo e o forneamento. Esta conclusdo é confirmada
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por Ziobro et al (2016), onde eles citam que a capacidade da estrutura do miolo para reter o gas
produzido durante a fermentacdo tem impacto significativo no volume do péo.

As proteinas utilizadas em massas sem gluten apresentam importante papel , pois elas
podem conter o gas produzido durante a fermentacdo, a agua e estabilizar o gel de amido
formado durante a gelatinizacdo. A capacidade das proteinas de forma uma estrutura esta
relacionada com suas propriedades emulsionante e de expansao (ZIOBRO et al, 2016).

O volume especifico de pdes sem gluten pode variar bastante, dependendo do tipo de
farinha, aditivos, acucares disponiveis, teor de fibras, fermento, pH e do processo utilizado
(GUSMAO, 2017; MINARRO et al, 2010). Neste experimento, o volume especifico variou
entre 1,43 e 2,19 cm®g nas formulaces desenvolvidas, resultados comparaveis a outras
formulacdes de pdes sem gluten, como no estudo realizado por Elgeti et al (2014) sobre o
aperfeicoamento de volume e textura de pdo sem gluten usando farinha branca de quinoa, o
qual obteve valores de volume especifico entre 1,65 e 2,5 cm®/g.

Graca et al (2017) também verificaram em seu estudo da adi¢do de colageno em pées
sem gluten que o volume especifico de seus paes variou entre 2,6 e 3,8 cm®/g e que 0s paes
adicionados com 2% e 4% de colageno em fibras foram os que apresentaram os volumes mais
altos. Ja Mifiarro et al (2010) encontrou valores entre 2,21 e 3,3 cm®g em seu estudo da
influéncia de proteinas unicelulares nas caracteristicas dos paes sem gluten.

O volume especifico obtido neste estudo para paes sem gluten ainda € menor comparado
com paes produzidos com trigo encontrados na literatura, a exemplo do volume especifico
médio encontrado por Soares et al. (2008) para paes de forma com 100% de farinha de trigo
que foi de 4,42 cm®/g, enquanto que o valor de 4,10 cm?®/g foi encontrado por Esteller e Lannes
(2005). Embora as tentativas de conseguir um pdo sem gldten que contenha as mesmas
caracteristicas de um pao com gliten, ndo é possivel garantir que isso ocorra, pois, varios fatores
influenciam a producdo dos pdes, como o tipo de farinha, qualidade e quantidade dos
ingredientes da massa e 0 emprego de tecnologia adequada.

Portanto, nesta busca por tecnologias adequadas para a panificacdo sem gluten
encontram-se alternativas viaveis, a exemplo da adi¢do de proteinas como colageno hidrolisado
e a zeina. Esta adicdo de proteinas que possam ser consumidas por celiacos mostrou-se
influenciar significativamente ao nivel de 95% de confianca no aumento do volume especifico,

tornando-se efetiva na obtencdo de paes sem gliten com a qualidade esperada pelo consumidor.
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5.4. Perda de peso ao assar

A perda de peso ao assar, € uma medida que demonstra a capacidade da massa em reter
agua, sendo acentuada em pées sem gluten devido a auséncia da rede proteica (EVANGELHO
etal., 2012). A anélise de perda de peso ao assar foi realizada mediante comparacgéo de peso do
produto antes e apds o forneamento e de acordo com o delineamento experimental seus valores
médios estdo demonstrados na Tabela 13, os quais foram analisados segundo a Anélise de
Variancia (ANOVA) e Teste de médias de Tukey (p<0,05) para verificar o efeito do colageno
hidrolisado e zeina nos pées sem glaten (Tabelas 13, 14 e 15).

Tabela 13- Perda de peso ao assar dos pdes sem glaten segundo o delineamento experimental.

Tratamento Perda de peso ao assar (%)*
Controle 11,06 +£ 0,042
Coléageno 10,41 + 0,04P

Zeina 10,30 £ 0,03¢
Coléageno e Zeina 10,16 + 0,02¢

*Média da triplicata (x desvio padrdo). Médias com letras em comum, na mesma coluna, ndo diferem

estatisticamente entre si (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

Todos os tratamentos aplicados nos paes sem glaten diferiram estatisticamente entre sim
a 5% de significancia quanto a perda de peso ao assar (Tabela 13). A maior perda de peso ao
assar foi observada no pdo sem gluten controle (11,06 £ 0,04%), enquanto que o tratamento
Coléageno e Zeina apresentou a menor perda de peso (10,16 + 0,02%). Destaca-se também que
os pées elaborados com colageno hidrolisado obtiveram uma perda de peso significativamente
maior ao comparado com os pées adicionados apenas da zeina, contudo a combinag&o colageno
hidrolisado e zeina obtém o resultado ainda mais satisfatorio ao ser comparado com a adi¢édo
isolada dessas proteinas. As Tabelas 14 e 15 mostram esse efeito das proteinas sobre a perda de
peso ao assar dos pées.

Tabela 14- Efeito do colageno hidrolisado sobre a perda de peso ao assar dos pédes sem gldten.

Col&geno hidrolisado (%) Perda de peso ao assar (%)*
0 10,68+0,42 @
4 10,29+0,14 ®

*Média da triplicata + desvio padrdo. Médias com letras em comum, na mesma coluna, ndo diferem

estatisticamente entre si (p < 0,05) pelo teste de Tukey.
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Tabela 15- Efeito da zeina sobre a perda de peso ao assar dos paes sem gluten.

Zeina (%) Perda de peso ao assar (%)*
0 10,7340,36 2
8 10,23+0,08 ©

*Média da triplicata + desvio padrdo. Médias com letras em comum, na mesma coluna, ndo diferem

estatisticamente entre si (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

Os pées sem glaten com a adi¢do tanto do colageno hidrolisado quanto da zeina
obtiveram diferenca significativa (p < 0,05) daqueles que ndo continham essas proteinas em sua
formulacdo, ou seja a presenca dessas proteinas promoveram efeito positivo sobre a perda de
peso ao assar comparado ao controle, reduzindo significativamente a perda de dgua do produto,
reforcando o resultado observado na Tabela 13. A interagdo entre o colageno hidrolisado e a

zeina sobre a perda de peso ao assar encontra-se no grafico da na Figura 11.

Figura 11- Interacdo entre o colageno hidrolisado e a zeina sobre a perda de peso ao assar.

Flot of parda*colagemc. Symbol is walus of meina.
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Fonte: Software Statistical Analysis System (SAS®) Studio.
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Ao analisar a Figura 11 nota-se que o0s paes que ndo continham nem o coladgeno e nem
a zeina (-1 e -1) obtiveram um maior percentual de perda de peso ao assar (11,06+£0,04%),
contudo os paes que ndo continham em sua formulacgéo a zeina (1 e -1) ainda assim conseguiram
uma reducdo da perda de peso ao assar devido a presenca do colageno.

Os pédes sem glaten que foram adicionados com a zeina obtiveram uma reducdo no
percentual de perda de peso ao assar para as duas condi¢cdes do coladgeno (-1 e 1), onde a
interacdo colageno e zeina (1 e 1) torna-se estatisticamente significativa (p < 0,05) resultando
no menor percentual de perda de peso nos paes (10,16+0,02%), ou seja maior capacidade de
retencao de agua.

Segundo Ziobro et al (2016) a capacidade de conter a agua e estabilizar o gel de amido
formado durante a gelatinizacdo é um dos papeis importantes que as proteinas exercem em
massas sem gluten. Mifarro et al (2010) também descreveu que a presenca de proteinas
unicelulares nas formulacdes de pdes sem glaten resultou na diminuigdo de perda de peso ao
assar, a qual seria a explicacdo para a funcionalidade da proteina, a qual para o autor é a
capacidade de reter agua.

A perda de peso dos pédes sem glaten adicionados ou nao de colageno hidrolisado e zeina
em funcdo do forneamento variou entre 10,16 e 11,06%. Valores semelhantes foram encontrados
na literatura, como no estudo realizado por Gusméao (2017) sobre o desenvolvimento de péo de
forma sem gluten com farinha de arroz vermelho, enzima transglutaminase microbiana e prebiético,
0 qual obteve uma perda de peso dos paes em fun¢éo do forneamento entre 3,88 e 12,43%. Ja Nobre
(2015) encontrou valores entre 8,49 e 11,46% para perda de peso em pdes sem gliten
desenvolvidos com farinha de quinoa e arroz.

Mifarro et al (2012) encontrou valores entre 11,31 e 12,06% para perda de peso em
pdes sem glaten produzidos a partir de farinhas de legumes, como grao de bico, ervilha, soja e
alfarroba. J& Mifarro et al (2010) em seu estudo da influéncia de proteinas unicelulares nas
caracteristicas dos pdes sem glaten encontrou valores entre 13,87 e 20,09% de perda de peso
ao assar.

Paes isentos de gluten tendem a apresentar volume inferior e problemas de textura em
funcdo do forneamento devido & auséncia da rede proteica, pois, segundo Evangelho et al
(2012) o volume é influenciado pela capacidade de retencdo de agua pela massa, portanto a
adicdo de proteinas de diferentes fontes e que possam ser consumidas por celiacos, como o
colageno hidrolisado e a zeina, torna-se uma alternativa significativa ao nivel de 95% de
confianca para que este produto ndo perca caracteristicas fisicas importantes como a capacidade

de reter agua durante o processo de forneamento.
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5.5. Determinacdo de firmeza

A firmeza dos pées estd relacionada com a forca aplicada para ocasionar uma
deformacéo ou rompimento da amostra, avaliada por texturdmetros mecanicos e correlacionada
com a mordida humana durante a ingestdo de alimentos (ESTELLER; LANNES, 2005). Os
resultados para firmeza segundo o delineamento experimental utilizado para os paes sem gluten
estdo descritos na Tabela 16 e o experimento pode ser visualizado na Figura 12. Estes resultados
foram analisados segundo a Andlise de Variancia (ANOVA) e Teste de médias de Tukey
(p<0,05) para verificar o efeito do colageno hidrolisado e zeina nos pdes sem glaten (Tabelas
16, 17 e 18).

Figura 12- Anélise de firmeza da crosta e do miolo (fatias) dos paes sem gluten para cada tratamento.

Fonte: Proprio autor.
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Tabela 16- Firmeza da crosta e do miolo dos péaes sem gluten segundo delineamento experimental.

Firmeza (gf)

Tratamento Crosta* Miolo*
Controle 93142 6454+340?
Coléageno 5002¢ 5383+7572

Zeina 7560° 4995+5262
Colageno e Zeina 5668°¢ 534147492

*Média da ftriplicata + desvio padrdo. Médias com letras em comum, na mesma coluna, ndo diferem

estatisticamente entre si (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

Todos os tratamentos aplicados nos paes sem glaten ndo diferiram estatisticamente entre
si a 5% de significancia quanto a firmeza do miolo (Tabela 16). No entanto, os valores da
firmeza para a crosta dos paes obtiveram diferenga significativa (p < 0,05) em todos os
tratamentos. A formulacao controle obteve maior valor de firmeza para a crosta (9314 gf) o que
pode ser explicado pelo fato deste apresentar um aspecto compacto na superficie possivelmente
por ndo apresentar uma rede estruturada tdo definida. J& a formulag&o colageno apresentou o
menor valor de firmeza (5002 gf) seguido do tratamento colageno e zeina (5668 gf), ou seja, a
adicdo das proteinas acarretou na diminuicdo da dureza dos paes. As Tabelas 17 e 18 mostram

detalhadamente o efeito das proteinas sobre a firmeza da crosta e do miolo dos paes.

Tabela 17- Efeito do colageno hidrolisado na firmeza da crosta e do miolo dos pées sem gluten.

Firmeza (gf)

Colageno (%)

Crosta* Miolo*
0 8437+12402 5724 ,5+8922
4 53354471 536216742

*Média da ftriplicata + desvio padrdo. Médias com letras em comum, na mesma coluna, ndo diferem

estatisticamente entre si (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

Tabela 18- Efeito da zeina na firmeza da crosta e do miolo dos pédes sem gldten.

Firmeza (gf)

Zeina (% :

eina (%) Crosta* Miolo*
0 7158+30492 5918,5+7872
8 6614+1338"° 5168+609?

*Média da triplicata + desvio padrdo. Médias com letras em comum, na mesma coluna, ndo diferem

estatisticamente entre si (p < 0,05) pelo teste de Tukey.
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Os pdes sem glaten com a adi¢do tanto do coldgeno hidrolisado quanto da zeina
obtiveram diferenga significativa (p < 0,05) daqueles que ndo continham essas proteinas em sua
formulacdo quanto a firmeza da crosta, ou seja, a presenca dessas proteinas diminuiu
significativamente a dureza da crosta dos paes sem gluten, reforcando o resultado observado na
Tabela 16. Por outro lado, a presenca destas proteinas ndo causou esse mesmo efeito na firmeza
do miolo, pois ndo houve diferenca estatistica a 5% de significancia entre nenhum dos
tratamentos analisados.

Graca et al. (2017) em seu trabalho de adi¢do de colageno em pdo sem glaten elaborado
com farinha de arroz obteve valores de firmeza do miolo dos paes sem adi¢do de coladgeno
(153,98 gf) e com adicdo de 4% de coldgeno em pé (aproximadamente 240 gf), os quais ndo
diferiram significativamente, enquanto que o pdo com 8% de colageno em pé apresentou a
maior firmeza (1.143,13 gf). Eles também constataram que embora a adi¢éo de 4% de colageno
tenha influenciado significativamente (p>0,05) no volume especifico dos pdes, ndo foi

verificada influéncia significativa no seu valor de firmeza do miolo.

Figura 13- Interacdo entre o coldgeno hidrolisado e a zeina sobre a firmeza da crosta.

Firmeza (gf)

L Zeina(l)

. . Zeina(-1)

Colageno hidrolisado 1

Fonte: Software Statistical Analysis System (SAS®) Studio.
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Segundo o teste ANOVA, ndo houve interacdo significativa entre as proteinas sobre a
firmeza do miolo, pois seu pF obteve valor igual 0,0825, maior que 0,05. Portanto, apenas a
interacdo entre o colageno hidrolisado e a zeina sobre a firmeza da crosta foi graficamente
analisada (Figura 13). Observa-se na Figura 13 que 0s paes que ndo continham em sua
formulacdo nem o colageno e nem a zeina (-1 e -1) obtiveram maior firmeza da crosta (9314
gf), contudo ao ser adicionado apenas o colageno hidrolisado ao tratamento ja se obtém uma
diminuigdo significativo (p < 0,05) desta caracteristica (5002 gf). Os pdes sem gluten
adicionados com a zeina obtiveram também uma diminuicdo da firmeza da crosta para as duas
condi¢cBes do colageno (-1 e 1), onde a interacdo colageno e zeina (1 e 1) torna-se
estatisticamente significativa (p<0,05) em comparagdo ao controle, sendo o resultando igual a
5668 gf, ou seja, pdes com maior capacidade de retencao de agua na crosta.

Os pées sem glaten que obtiveram melhores resultados de firmeza neste estudo foram
justamente o0s que continham proteinas em sua formulacédo e isso pode ser explicado, pois, a
forca aplicada para deformar uma amostra de produto panificado € dependente da formulagéo,
umidade da massa e conservacgdo do produto (ESTELLER; LANNES, 2005).

Berta et al. (2019) encontraram resultados que indicaram a diminui¢do da dureza da
crosta com 0 aumento da concentracao de zeina dos seus pées e essa redugdo pode ser explicada
pela retencdo de &gua adicional pela proteina na crosta. O aumento do teor de proteina zeina na
farinha resultou em uma crosta de pao de maior atividade de 4gua e, consequentemente, menor
dureza, uma vez que a agua age como um plastificador (BERTA et al., 2019).

Segundo Ziobro et al. (2016) as mudancas de textura estdo intimamente relacionadas
com a migracdo da &gua para a crosta, e as mudancas causadas pela recristalizacdo dos
polimeros de amido. A proteina afeta significativamente esse processo, pois em um pao a base
de amido, em que ndo hé interacbes proteina-amido, a dgua € vinculada apenas por uma fracédo
de carboidrato, endurecendo muito mais rapido do que um pao de trigo padrdo que contendo
glaten (ZIOBRO et al, 2016). Portanto, ao adicionar as proteinas, zeina e colageno hidrolisado,
essa interacdo proteina-amido é estabelecida, causando um efeito positivo na retencao de agua

na crosta e diminuicdo da dureza nos paes sem gluten.
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5.6. Microscopia digital

A microscopia e outras técnicas de imagens, como ressonancia magnética, sao técnicas
apropriadas para analise de estrutura de alimentos em termos de morfologia e composicéo,
sendo somente um método analitico que fornece resultados em forma de imagens
(ARIMATEA, 2015).

A microscopia aplicada em produtos de panificagdo tem sido utilizada com a finalidade
de observar o formato e distribuicdo dos alvéolos na rede formada, contribuindo para a retencéo
do gas da fermentacéo e estruturacdo celular do miolo (CAUVAIN, 2009). Wolter et al. (2014)
também descreve que analise de imagem digital é utilizada para caracterizar a estrutura do
miolo e comparar os paes em termos de area de fatia, numero de células, volume celular e
porosidade. Neste intuito, a microscopia digital foi aplicada na crosta e no miolo dos quatro
tratamentos dos paes sem gluten (Figuras 14, 15, 16 e 17).

Figura 14- Microscopia digital do tratamento controle.

(A) Microscopia da crosta do tratamento controle; (B) Microscopia do miolo do tratamento controle.

Figura 15- Microscopia digital do tratamento colageno.

(C) Microscopia da crosta do tratamento colageno; (D) Microscopia do miolo do tratamento colageno.
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Figura 16- Microscopia digital do tratamento zeina.

(E) Microscopia da crosta do tratamento zeina; (F) Microscopia do miolo do tratamento zeina.

Figura 17- Microscopia digital do tratamento colageno e zeina.

(G) Microscopia da crosta do tratamento coldgeno e zeina; (H) Microscopia do miolo do tratamento coldgeno e

zeina.

A anélise das imagens da crosta dos paes sem gluten elaborados neste estudo indica que
todos os tratamentos apresentaram uma maior densidade celular, ou seja, poros menores e mais
unidos, e isso se deve a retrogradacdo do amido que ocorre durante o resfriamento. A
retrogradacdo é um processo onde as moléculas de amilose auto associam-se, e formam um gel
que resulta num aumento da consisténcia final e também é responsével pelo endurecimento de
produtos & base de amido (COULTATE, 2002; SILVA, 2014). Contudo os tratamentos controle
(Figura 14A) e zeina (Figura 16E) apresentaram uma estrutura celular mais uniforme ao serem
comparados com os tratamentos colageno (Figura 15C) e colageno e zeina (Figura 17G),
tornando assim sua crosta mais firme em comparacdo com as duas ultimas formulages e esse

resultado é confirmado pelos valores encontrados de firmeza da crosta (Tabela 16).
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As imagens do miolo dos pdes sem gluten demonstraram que o tratamento controle
apresentou menor numero de células, portanto baixa formacdo de bolhas de ar, e maior
homogeneidade da rede celular devido a geleificacdo do amido presente na farinha de arroz,
portanto um miolo mais uniforme e denso. Os tratamentos colageno, zeina, colageno e zeina
também demonstraram a geleificagdo do amido da farinha de arroz, contudo foi visualizada
uma maior quantidade de namero de células no miolo, sendo estas células pequenas, alongadas
e desuniformes. Além disso, foi possivel verificar a presenca de particulas de coloracao
amarelada (Figura 16F e Figura 17H), provenientes da zeina e que contribuiram também para
coloragdo amarelada dos paes.

O aumento da quantidade de células no miolo pode ser explicado pela presenca das
proteinas nas formulacdes, pois estas proteinas formaram pequenas estruturas celulares, retendo
as bolhas de ar e resultando em miolos mais porosos. Ziobro et al (2016) cita que as mudancas
observadas na porosidade refletem diferencas nas propriedades fisico-quimicas das proteinas
analisadas (estrutura, solubilidade, hidratacdo etc.), que levam a capacidade de retencéo de gas
modificada. Este resultado também foi encontrado por Berta et al. (2019) no seu estudo de paes
sem gluten com concentracao de zeina crescente sdo comparados a uma receita de controle com
farinha de trigo, onde verificaram que a estimativa qualitativa da porosidade do miolo sugere
que a adicdo de zeina ao pdo produz maior tamanho de bolha, mas que ndo afetou
significativamente o volume do pdo (BERTA et al, 2019).

Ziobro et al. (2016) em seu estudo dos efeitos das proteinas isoladas (albumina,
colageno, ervilha, lupina e soja) sobre a qualidade e estrutura do pdo sem gldten avaliaram
parametros que caracterizam a estrutura do miolo a partir da analise de imagens digitais e
relataram que a menor porosidade foi encontrada para o p&o de controle, enquanto que a adicdo
de outros tipos de proteinas teve um impacto positivo na porosidade, especialmente quando o
colageno foi usado. Tendéncia semelhante também pode ser observada para uma série de poros
grandes (com didmetro acima de 5mm), e a relagdo oposta foi notada para a densidade celular,
que diminuiu em comparagdo com o controle. A diminuicdo mais acentuada da densidade
celular pbde ser encontrada para o pdo com colageno, que também continha a maior
porcentagem de poros grandes (ZIOBRO et al, 2016).

Graca et al. (2017), aplicou diferentes concentracdes de colageno em pao de arroz sem
gliten e observou a presenca de estruturas da massa mais continuas com adicao crescente de
colageno comparadas com as proteinas presentes no padrdo e que as massas adicionadas de 6%

e 8% de colageno apresentaram a maior quantidade de estruturas alongadas e continuas.
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Wolter et al. (2014) verificaram que a incorporacao do fermento natural com W. cibaria
levou a um numero significativamente menor de células, mas simultaneamente a um aumento
significativo no volume celular indicando uma estrutura mais aberta para os paes com fermento
natural. Assim, os miolos dos pédes com fermento natural pareciam mais grossos do que as dos
respectivos pées de controle e a maior porosidade foi encontrada no pdo de sorgo com fermento
natural.

Evangelho et al. (2012) encontrou em seu estudo sobre propriedades tecnoldgicas e
nutricionais de paes preparados com diferentes proporg¢des de farinha de arroz que o tratamento
com 75% de farinha de arroz extrusada apresentou grandes bolhas de ar, alvéolos desuniformes
e miolo Umido, além de ter sido verificado o maior volume especifico dos pées. Ja os paes com
10% e com 25% de farinha de arroz extrusada apresentaram miolo uniforme, mas volume
semelhante ao do péo controle.

Matos e Rosell (2013) citam que uma grande variedade de estruturas pode ser encontrada
entre os paes sem gluten, alguns apresentando maior area alveolar e um maior nimero de alvéolos
e este fato se deve a diversidade de ingredientes adicionados & massa. O presente estudo pode
verificar esta afirmacdo, pois com a adi¢do das proteinas zeina e colageno hidrolisado na formulagéo
de pao sem gluten foi observado o aumento da porosidade da crosta, tornando-as menos firme, e

0 aumento do ndmero de células no miolo e consequentemente maior retencdo de gas.
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6. CONCLUSAO

A adicdo da zeina isolada e do colageno hidrolisado influenciou positivamente as
caracteristicas fisicas do pdo sem gluten desenvolvido neste estudo. A coloracédo da crosta e do
miolo dos pées tiveram influéncia da zeina e dos pigmentos do milho tornando-os pées
amarelados. A adigdo dessas proteinas também influenciou significativamente (p<0,05) quanto
ao volume especifico, perda de peso ao assar e firmeza, tornado os pdes com maior volume
especifico (2,19 + 0,05 cm®/g), menor percentual de perda de peso (10,16+0,02%) e menor
firmeza da crosta (5668 gf) em comparacdo com o controle. A microscopia digital comprovou
visualmente o aumento da porosidade da crosta e do nimero de células do miolo nos pées
adicionados das proteinas, os tornando menos firmes.

Portanto, a adicdo de proteinas que possam ser consumidas por celiacos mostrou-se
influenciar significativamente ao nivel de 95% de confianga com relacdo as caracteristicas
fisicas, tornando-se efetiva na obtencdo de pédes sem gliten com a qualidade esperada pelo

consumidor.
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