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RESUMO

A doenca celiaca é uma enfermidade causada pela intolerancia ao gluten, substancia
proteica presente no trigo e seus derivados. O controle desta doenca é feito através da total
restricdo ao gluten, ou seja, os celiacos ndo podem consumir qualquer tipo de alimento que
contenha farinha de trigo. A farinha de arroz é um bom substituto do trigo na elaboracéo de
pdes livres de gluten, no entanto, a farinha de arroz produz péaes de pouco volume, pois ndo
possui as mesmas caracteristicas tecnologicas do glaten, principalmente para a elaboracao de
pdes. Desta forma, vérios aditivos tém sido usados para melhorar a qualidade dos pées feitos
com farinha de arroz, dentre eles enzimas, gomas ou hidrocol6ides, amidos modificados e
outras fontes proteicas. Para aumentar o teor proteico e melhorar a qualidade nutricional dos
pées, varias fontes proteicas podem ser usadas. A alga Spirulina platensis é muito estudada
para uso na alimentacdo humana por apresentar um bom perfil nutricional, tornando-a ideal
como suplemento alimentar, pois combina diversos constituintes como proteinas, vitaminas e
minerais de maneira equilibrada. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
adicdo da metilcelulose, enzima transglutaminase e Spirulina na qualidade tecnoldgica e
nutricional de pées de farinha de arroz. Para isso foi utilizado um delineamento central
composto rotacional (DCCR) a fim de avaliar os efeitos tecnologicos da adicdo de
metilcelulose, transglutaminase e Spirulina nos pées de farinha de arroz. As respostas do
planejamento possibilitaram definir concentracdes adequadas destes aditivos para a obtencédo
dos pdes A, B e C com boas caracteristicas tecnolédgicas, que foram avaliados pela
composicdo proximal e sensorialmente por teste de preferéncia. A avaliacdo sensorial dos
pdes de farinha de arroz mostrou que a preferéncia dos consumidores independe da
quantidade de Spirulina adicionada ao pdo. A enzima transglutaminase teve maior eficiéncia
na formacéo de ligagcdes cruzadas na massa fermentada dos pées de farinha de arroz quando
foi utilizada a concentracdo de 0,6% (em base a farinha de arroz), mas a proteina da Spirulina
ndo aumentou a formagdo de “rede”. Através da microscopia eletronica de varredura (MEV)
das massas fermentadas dos pdes foi verificado que a transglutaminase torna a microestrutura
da massa mais compactada, enquanto que a proteina da Spirulina forma estruturas fibrosas na
massa. A avaliagdo nutricional do pdo de arroz com Spirulina através de ensaio biolégico
utilizando ratos Wistar mostrou que a adicdo de Spirulina (4% em base de farinha) nao
provocou aumento do valor proteico, mas o valor de coeficiente de eficiéncia alimentar
(CEA) ndo diferiu da dieta controle com caseina.

Palavras-chave: transglutaminase, metilcelulose, Spirulina, pdes, farinha de arroz,
caracteristicas tecnoldgicas, avaliacdo nutricional.



ABSTRACT

Celiac disease is an illness caused by intolerance to gluten which is a protein substance
found in wheat and its derivatives. The control of this disease is made by complete restriction
to gluten, in other words, celiac people cannot eat any food containing wheat flour. Rice flour
is a good substitute for wheat in the preparation of gluten free breads, however, the rice flour
produces low volume breads once it does not have the same technological characteristics of
gluten, especially for the preparation of breads. Thus, various additives have been used to
improve the quality of rice flour breads, including enzymes, hydrocolloids or gums, modified
starches and other protein sources. To increase the protein content and improve the nutritional
quality for the breads, various protein sources may be used. The alga Spirulina platensis is
widely studied for the use as food for human because it has a good nutritional profile so it
becomes an ideal feed supplement, since it combines various constituents such as protein,
vitamins and minerals in a balanced way. The objective of this study is to evaluate the effect
of adding methylcellulose, Spirulina and transglutaminase enzyme on technological and
nutritional quality of rice flour breads. The Rotational Central Composite Design (RCCD)
method was used to assess the technological effects of adding methylcellulose,
transglutaminase and Spirulina in rice flour breads. Responses from planning made it possible
to define appropriate concentrations of these additives to obtain the A, B and C breads with
good technological characteristics that were evaluated by proximate composition and sensory
by means of preference test. The sensory evaluation of rice flour breads showed that
consumers' preference is independent of the amount of Spirulina added to bread. The
transglutaminase enzyme was more efficient at the crosslinking established in the sourdough
of rice flour breads when the concentration of 0.6% (rice flour based) was used, but the
Spirulina protein did not increase the network formation. By scanning electron microscopy
(SEM) of the fermented dough of breads was found out that the mass microstructure becomes
more compacted due to the transglutaminase enzyme while the Spirulina protein forms
fibrous structures in the mass. The nutritional evaluation of the Spirulina based rice bread
made through a biological test using rats showed that the addition of Spirulina (4% on flour
basis) resulted in no increase for the protein value, but the amount of Food Efficiency Ratio
(FER) did not differ from the control diet.

Keywords: transglutaminase, methylcellulose, Spirulina, breads, rice flour, technological
characteristics, nutritional assessment.
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1. INTRODUCAO

O péo é um dos alimentos mais consumidos e apreciados pelas populacdes sendo
tradicionalmente elaborado a partir da farinha de trigo. O diagnostico de doenca celiaca em
diferentes segmentos da populagdo gera a procura por produtos isentos de trigo que possuam
boa qualidade e aceitabilidade, principalmente para os portadores da patologia.

A doenca celiaca (DC) é uma enfermidade causada pela intolerancia permanente a
ingestdo do glaten, presente em cereais como trigo, aveia, centeio e cevada. A DC afeta
individuos geneticamente suscetiveis, provocando um processo inflamatorio que altera a
mucosa do intestino delgado, causando atrofia das vilosidades e ma absorcdo de nutrientes
(SDEPANIAN; MORAIS; FAGUNDES-NETO, 1999; SILVA; FURLANETTO, 2010).

O gluten ¢ a fracdo proteica constituida pelas classes das glutelinas e prolaminas ap6s
hidratagdo. No trigo, o gluten é formado pelas gliadinas (prolaminas) responsaveis pela
coesdo da massa e pelas gluteninas (glutelinas), responsaveis pela resisténcia a extensao da
massa. Estas proteinas juntas formam o complexo proteico que confere propriedades
viscoelasticas Unicas aos produtos de panificacdo, principalmente em se tratando do péo
(STEFANO; DAL BELLO; ARENDT, 2008).

O péo é um produto obtido a partir do trigo ou outro cereal, cujas caracteristicas sdo
promovidas pela fermentacdo alcodlica realizada por leveduras da espécie Saccharomyces
cerevisae. O processo de fermentacao exige uma massa bastante elastica e resistente para reter
0s gases produzidos durante a fermentacdo, produzindo pdes de boa qualidade, e isso sé é
possivel pela presenca do gliten na massa.

Pesquisas realizadas pela ACELBRA (Associa¢do dos Celiacos do Brasil) mostram
que 47% dos celiacos tém preferéncia por encontrar paes sem gliten (ASSOCIACAO DOS
CELIACOS DO BRASIL, 2012). Existem no mercado vérios produtos isentos de gliten,
entretanto, a sua qualidade ainda esta longe de ser igualada ao pdo com farinha de trigo.

A substituicdo da farinha de trigo por outros ingredientes capazes de formar uma rede
proteica para reter o gas carbbnico produzido na fermentacdo do pdo tem sido bastante
estudada (BLANCO et al., 2011; CLERICI; EL-DASH, 2006; FIGUEIRA et al., 2011;
FIGUEIRA, 2010; GALLAGHER; GORMLEY; ARENDT, 2004; GUJRAL; ROSELL,
2004; MARCO; ROSELL, 2008a; MOORE et al., 2006; SIVARAMAKRISHNAN; SENGE;
CHATTOPADHYAY, 2004; STORCK et al., 2009).

A farinha de arroz tem sido muito utilizada em substituicdo a farinha de trigo,

principalmente na elaboracéo de paes livres de gluten, por sua cor e sabor suave, ampla faixa
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de teor de amilose, propriedades nutricionais e hipoalergénicas. No entanto, a massa
elaborada com farinha de arroz tem capacidade limitada de reter os gases durante o
processamento de pdes, pois ndo possui caracteristicas viscoelasticas relevantes, produzindo
pdes de baixo volume especifico (STORCK et al., 2009). Para melhorar a qualidade de pées
feitos com farinha de arroz vérios ingredientes podem ser adicionados, como gomas, amidos
modificados, outras fontes proteicas e enzimas modificadoras da rede proteica.

A enzima transglutaminase vem sendo usada com sucesso em produtos livres de
gluten por sua capacidade de formar rede proteica, através da promocdo de ligacdes cruzadas
entre residuos de glutamina e lisina, convertendo proteinas sollveis em polimeros insollveis
(LARRE et al., 2000). Isso faz com que a massa tenha maior elasticidade e viscosidade,
melhorando a capacidade de retencdo de gases durante a fermentacdo. No entanto, o uso de
gomas ainda € necessario para melhorar o volume do pdo e compensar a auséncia da rede de
glaten (CLERICI; EL-DASH, 2006; STEFANO; DAL BELLO; ARENDT, 2008).

As gomas ou hidrocoldides sdo muito utilizados na tecnologia de alimentos e tém
como funcdes contribuir na melhoria da textura, retardo da retrogradacdo do amido, aumento
da retencdo de umidade, visando a melhoria da qualidade geral dos produtos de panificacéo,
principalmente nos produtos livres de glaten. A metilcelulose (MC) tem propriedades
funcionais que sdo vantajosas em produtos de panificacdo, particularmente em alimentos
feitos de farinha de arroz, milho e centeio, que sdo de baixo teor ou isentas de glaten
(PANDA, 2010).

Segundo Cauvain (2009), a adicdo de uma fonte proteica é util no ajuste da massa
quando se elabora um p&o sem trigo, impedindo o colapso do produto. A microalga Spirulina,
comercializada como suplemento na alimentacdo humana pode ser usada em paes isentos de
gluten usando a farinha de arroz, visando aumentar o valor nutricional e melhorar a textura
dos paes.

No caso dos celiacos, os quais necessitam de complementacdo nutricional devido a ma
absorcdo de nutrientes pelo intestino delgado, a microalga Spirulina pode ser usada para
aumentar o valor proteico além de fornecer vitaminas e minerais aos paes isentos de gluten
feitos com farinha de arroz. Existem muitos estudos realizados para a obtencdo de pées feitos
com farinha de arroz suplementados com diversas fontes proteicas, visando melhorar a
qualidade tecnoldgica e o valor nutricional, no entanto, ndo existem trabalhos avaliando a
qualidade nutricional de péaes de farinha de arroz utilizando como fonte proteica a microalga

Spirulina.
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2. OBJETIVOS

2.10bjetivo geral

Avaliar os efeitos da adi¢cdo da metilcelulose, enzima transglutaminase e Spirulina na

qualidade de pédes sem gluten elaborados com farinha de arroz.

2.20bjetivos especificos

e Analisar o efeito da enzima transglutaminase na massa fermentada dos péaes;

e Avaliar as caracteristicas tecnologicas de pées de farinha de arroz;

e Caracterizar fisico-quimicamente pées de farinha de arroz;

e Determinar a preferéncia sensorial entre pées de farinha de arroz;

e Observar atraves da microscopia eletronica de varredura a estrutura de massas fermentadas
dos pées de farinha de arroz;

e Avaliar o efeito da adi¢cdo de Spirulina no valor nutricional de pées de farinha de arroz,

através de ensaio biologico utilizando ratos como modelo experimental.
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3.REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Doenca celiaca

A cléssica descricdo da doenca celiaca (DC) foi feita em 1888, por Samuel Gee sob a
denominacdo de “afeccdo celiaca”, relatando as seguintes caracteristicas: “indigestao cronica
encontrada em pessoas de todas as idades, especialmente em criangas entre 1 ¢ 5 anos”
(AURICCHIO; TRONCONE, 1996; PAVELEY, 1988). A DC é definida como um estado
permanente de sensibilidade ao glaten, composto proteico encontrado nos cereais, trigo,
centeio, cevada e aveia, que provoca atrofia da mucosa do intestino delgado e consequente méa
absorcdo dos alimentos (SDEPANIAN et al., 2001). As proteinas deletérias presentes no
gluten sdo a gliadina do trigo, hordeina da cevada, secalina do centeio e, possivelmente, a
avidina presente na aveia (GONCALVES, 2013). Segundo Sdepanian et al. (2001), caso o
celiaco ingira esses alimentos sofrerd consequéncias gastrointestinais e nutricionais, podendo
ocorrer perda de peso e apresentar sintomas associados a deficiéncia de vitaminas e minerais.

A DC ocorre em individuos geneticamente suscetiveis e se manifesta como uma
enteropatia imunomediada, com sintomas gastrointestinais e ndo gastrointestinais (HILL et
al., 2005). A DC cléassica é o padrdo mais frequente e manifesta-se nos primeiros anos de
vida, com quadros clinicos de diarreia cronica, vOmitos, irritabilidade, anorexia,
emagrecimento, déficit de crescimento, dor e distensdo abdominal, diminuicdo do tecido
celular subcutaneo, comprometimento variavel do estado nutricional, palidez por anemia
ferropriva e atrofia da musculatura glitea (SILVA et al., 2006). Embora essa seja a forma
mais frequente da doenca, as formas atipicas e assintomaticas vém sendo mais relatadas. As
manifestagdes clinicas da DC podem envolver, além do trato gastrointestinal, a pele, o figado,
0 sistema nervoso, o sistema reprodutivo, 0s 0ssos e o0 sistema enddocrino (SILVA;
FURLANETTO, 2010).

A doenga também esta associada a inimeras enfermidades do tipo autoimunes e ndo
autoimunes. Em varias delas a sensibilidade a gliadina ja foi comprovada e em outras parece
estar implicada. Por considerar que o gliten desempenha papel mais importante do que se
pensava na génese dessas doencas, alguns autores referem-se a esse grupo como doencas
associadas ao gluten, sendo a reducéo dos sintomas com a retirada do gluten da dieta o fator
unificador (OLIVEIRA, 2007).

A European Society of Paediatric Gastroenterology and Nutrition considerou critérios

fundamentais para o diagnéstico da DC: 1) presenca de atrofia vilositaria com hiperplasia
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criptica e superficie anormal do epitélio, quando ha ingestdo de quantidades normais de
glaten; 2) recuperacdo clinica total apds a retirada do gluten da dieta; 3) presenga de
anticorpos antigliadina, anti-reticulina e antiendomisio da classe IgA no momento do
diagnostico, e seu desaparecimento com dieta livre de gluten (SILVA et al., 2006).

A partir da década de 1990, houve um significativo aumento do nimero de estudos
sobre a DC e ela passou a ser um problema global de saide (CATALDO et al., 2004).
Atualmente a DC é comum em todo o mundo, afetando cerca de uma para cada 100 ou 300
pessoas, sendo que frequentemente ndo ocorrem sintomas gastrointestinais, fazendo com que
haja mais casos ndo diagnosticados do que diagnosticados (KOTZE, 2006).

Estudos epidemiol6gicos realizados na Europa, na América do Sul, na Austrélia e nos
EUA, mostram que a DC é uma das doencas crénicas de maior prevaléncia na infancia
(BAPTISTA, 2006). Apos a confirmacdo da doenca através de testes soroldgicos e bidpsia do
intestino delgado, o Unico tratamento da DC é basicamente dietético e baseia-se na exclusdo
do gliaten da dieta, durante toda a vida, tanto dos individuos sintométicos quanto
assintomaticos, devendo atender as necessidades nutricionais do paciente de acordo com a
idade. Os cereais que contém glaten poderdo ser substituidos pelo milho (farinha de milho,
amido de milho, fubd), arroz (farinha de arroz), batata (fécula de batata) e mandioca (farinha
de mandioca e polvilho) (SDEPANIAN; MORAIS; FAGUNDES-NETO, 1999).

A quantidade maxima permitida de gliadinas nos alimentos para que sejam
considerados isentos de glaten de acordo com a Comissdo do Codex Alimentarius é de 10 mg
de gliadinas/100 g de alimento, o que equivale a 200 ppm de glaten. Contudo alguns
investigadores consideram este nivel elevado para proteger a populagdo susceptivel. Segundo
a Comissao do Codex, a ingestdo de 10 mg gliadina/dia ndo deve ser ultrapassada por grupos
susceptiveis (SDEPANIAN et al., 2001).

No Brasil, para garantir a pratica da dieta isenta de gluten, em 1992 foi promulgada a
Lei Federal numero 8.543, que determina a impressao de adverténcia em rotulos e embalagens
de alimentos industrializados que contenham gliten, a fim de alertar as pessoas portadoras da
doenca celiaca ou sindrome celiaca (BRASIL, 1992). Em 8 de fevereiro de 2002, a Diretoria
Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) adotou a Resolu¢do RDC
n° 40, que obriga que todos os alimentos e bebidas que contenham gluten tragam a inscricéo
contém gluten, padronizando a adverténcia nos rétulos (BRASIL, 2002a). E a lei n° 10.674,
de 16 de maio de 2003 determinou que todos os alimentos industrializados contenham em
seus rotulos e embalagens obrigatoriamente a inscrigdo contém gliten ou ndo contém glaten,
conforme o caso (BRASIL, 2003).
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Nos Estados Unidos, somente em agosto de 2013, a FDA promulgou uma normativa
que define o termo “sem gluten” para a rotulagem de alimentos. Esta normativa garante ao
consumidor, principalmente os celiacos, que os alimentos com a indicagao “sem gliten” nos
rotulos, possuam quantidade inferior a 20 ppm de glaten, sendo este o nivel mais baixo que
pode ser detectado com seguranca em alimentos por métodos de andlise validados
cientificamente (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2013).

Pesquisa realizada pela ACELBRA (Associacdo dos Celiacos do Brasil) mostrou que
0 pédo isento de gluten é o produto que os celiacos gostariam de encontrar com maior
facilidade, representando 47% da preferéncia, seguido pelo macarrdo, bolachas e biscoitos,
como mostra a Figura 1 (ASSOCIACAO DOS CELIACOS DO BRASIL, 2012).

Figura 1- Resultado de pesquisa da ACELBRA sobre preferéncia de produtos livres de gluten

Quais produtos sem gluten vocé
gostaria de encontrar com facilidade ?

mFao

11%

219, 479% B Macarrédo
OBolachas e
Biscoitos

21% OPiza

Fonte: ACELBRA, 2012

A oferta de produtos isentos de gluten para o publico celiaco ainda é pequena,
principalmente fora dos grandes centros urbanos, além disso, a sua qualidade esta longe de ser

igualada aos produtos preparados a partir da farinha de trigo.

3.2. Produtos livres de gluten

Segundo Cauvain (2009), é possivel elaborar produtos com caracteristicas dos pées de
farinha de trigo usando misturas de outros cereais, a partir das propriedades de gelatinizagédo
de seus amidos criando uma estrutura aerada semelhante a do pdo de trigo. Mesmo assim,
ainda seria necessario o uso de substancias capazes de estabilizar as bolhas de ar, devido a

falta de capacidade de retencdo do gés pelas proteinas presentes.
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A substituicdo da farinha de trigo por outros ingredientes capazes de formar uma rede
proteica para reter o gas carbdnico produzido na fermentacdo do pao tem sido investigada e
testada (BLANCO et al., 2011; CLERICI; EL-DASH, 2006; MARCO; ROSELL, 2008a;
SHIH et al., 1999; SHIN; GANG; SONG, 2010; SIVARAMAKRISHNAN; SENGE;
CHATTOPADHYAY, 2004; STORCK et al., 2009).

O uso de amidos ou farinhas de cereais como arroz, sorgo, ou milho tem sido
apresentado na literatura para a elaboracdo de pées livres de gluten e varios estudos tém sido
feitos para melhoria das formulacGes e procedimentos originais (BLANCO et al., 2011;
CAPRILES; AREAS, 2011; CESAR et al., 2006; MEZAIZE et al., 2009; MOORE et al.,
2006; STORCK et al., 2009). Assim, o desenvolvimento de produtos livres de gluten exige o
uso de aditivos como hidrocoldides, enzimas, produtos lacteos e outras proteinas sem gluten
para melhorar sua estrutura, volume, sabor e aceitabilidade (GALLAGHER; GORMLEY;
ARENDT, 2004).

Clerici e El-Dash (2006) produziram pées livres de gldten com volumes aceitaveis,
além de textura e coloracdo semelhantes aos pées de trigo, utilizando 10 g de pasta cozida de
arroz para cada 100 g de farinha de arroz.

César et al. (2006) desenvolveram uma férmula de pao de forma substituindo a farinha
de trigo por creme de arroz e polvilho doce e azedo que apresentou caracteristicas satisfatorias
de textura, sabor e aparéncia global.

Mezaize et al. (2009) desenvolveram uma formulacgdo ideal para pao livre de glaten
tipo francés, usando farinha de arroz e milho, além de amidos de milho e batata. Eles testaram
primeiramente o efeito de quatro hidrocol6ides (carboximetilcelulose (CMC), goma guar,
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e goma xantana) e em um segundo estagio trés diferentes
fontes proteicas (farinha de trigo sarraceno, ovo em pé e soro de leite) foram usadas em
adicdo a goma guar. A melhor formulacdo obtida no estudo foi aquela com 1,9% de goma
guar e 5% de farinha de trigo sarraceno.

Almeida (2011) apresentou em sua tese, o desenvolvimento de uma formulagéo de péo
de forma sem gluten & base de farinha de arroz. Das 50 formulagGes estudadas, a melhor foi
aquela que utilizou farinha de arroz, fécula de mandioca, albumina de ovo acidificada e
desidratada e o hidrocoldide carboximetilcelulose. A farinha de arroz combinada com 0s
demais ingredientes mostrou-se uma boa base de formulacdo. A fécula de mandioca
modificada promoveu consisténcia e coesividade a massa, enquanto que a albumina de ovo

acidificada e desidratada substituiu o glaten, sendo a responsavel pelo crescimento da massa.
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O hidrocoléide carboximetilcelulose foi adicionado a receita, contribuindo como espessante,
promovendo a absorc¢ao de agua e 0 aumento da viscosidade da massa.

Segundo Alvarenga et al. (2011), o hidrocoldide agar-agar usado com farinhas de
arroz, milho e tapioca, pode formar uma matriz para imitar o gliten na elaboracao de produtos
de panificacdo, devido ao seu arranjo estrutural e propriedades de ligacdo com a agua.

Blanco et al. (2011) estudaram o enriquecimento de pées livres de glaten com aditivos
alimenticios &cidos como o &cido acético, acido citrico, acido latico e fosfato monossadico,
visando melhorar a qualidade da formulacdo de péaes de farinha de arroz com o hidrocoldide
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC). A formulagdo de pdes com fosfato monossodico
aumentou o volume e melhorou a aparéncia, odor, sabor e textura dos pées livre de gluten.

Pereira et al. (2013) avaliaram fisico-quimicamente e sensorialmente pdes de batata
isentos de gluten enriquecidos com farinha de chia, onde a farinha de trigo foi substituida por
creme de arroz e fécula de batata. Neste estudo foi mostrado que o pdo de batata com
substituicdo da base amilacea por 25% de farinha de chia, apresentou aumento no seu valor

nutricional e boa aceitacdo pelos consumidores.

3.3. Panificacao

O processo tecnoldgico de elaboragcdo dos péaes baseia-se na fermentacdo alcodlica
produzida por leveduras Saccharomyces cerevisiae que convertem o agtcar em gas carbdnico
(CO,) o qual juntamente com o vapor de agua produzido no forno durante o aquecimento,
provocam a expansdo da massa (PAVANELLI, 2000).

Os pdes sdo produtos obtidos da farinha de trigo e ou outras farinhas, adicionados de
liquidos, resultantes do processo de fermentagdo ou ndo e coccdo, podendo conter outros
ingredientes, desde que ndo descaracterizem os produtos (BRASIL, 2005).

Os ingredientes usados na elaboracdo dos paes sdo basicamente: farinha de trigo, agua,
fermento bioldgico e sal (cloreto de sodio). Entretanto, outros componentes como gordura
vegetal, acUcares, emulsificantes, agentes oxidantes e enzimas sdo adicionados em pequenas
quantidades para melhorar as caracteristicas da massa durante o processamento e do produto
final (MATUDA, 2004).
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3.3.1.Ingredientes usados na panificacao

A farinha e a agua sdo os ingredientes mais importantes de uma formulacéo de péo,
afetando a textura do miolo. A farinha é sempre considerada como 100% e o restante dos

ingredientes uma porcentagem do valor da farinha em peso (ARPITA MONDAL, 2008).

3.3.1.1. Farinha de trigo

A farinha de trigo, matéria-prima mais utilizada para a elaboracdo de diversos
alimentos como paes, biscoitos, bolos e massas, € o produto obtido a partir da espécie
Triticum aestivum ou de outras espécies do género Triticum conhecidas (BRASIL, 2005). A
farinha de trigo é composta de amido (70 a 75%), agua (12 a 14%), proteinas (8 a 16%) e
outros constituintes (MORITA et al., 2002). A presenca das proteinas formadoras do glaten é
que tornam a farinha de trigo a mais apropriada a elaboracéo de produtos de panificacdo, pois
a rede proteica formada pelo glaten promove a retencdo do diéxido de carbono produzido
durante o processo de fermentacdo (GOESAERT et al., 2005). As proteinas do trigo estdo
dividas em proteinas sollveis e proteinas de reserva, as quais formam o gliten (SGARBIERI,
1996).

O gluten é uma massa viscoeléstica formada a partir da mistura das proteinas gliadina
(prolaminas) e glutenina (glutelinas) presentes na farinha de trigo quando adicionada a agua.
A gliadina é responsavel pela viscosidade da massa e nao é elastica, enquanto que a glutenina
é elastica, porem ndo viscosa (FENNEMA, 2010). O trigo € o unico cereal que tem as fraces
de gliadina e de glutenina em proporcdes adequadas a formacéo da rede de glaten durante a
obtencio da massa (ARAUJO et al., 2009). Este fato justifica a dificuldade em se substituir o
trigo na elaboracéo de pées.

Em geral, as farinhas destinadas a elaboracdo de pées, sdo ricas em gluten, enquanto
farinhas proprias para a elaboragéo de bolos apresentam baixos teores. O desenvolvimento de
gluten afeta a textura dos produtos de panificacdo. A elasticidade do gluten é proporcional ao
seu conteudo de gluteninas com pesos moleculares baixos, porque essa fragdo contém a
preponderancia dos atomos de enxofre responsaveis pela ligacdo cruzada na rede
(ALVARENGA et al., 2011).

A farinha de trigo pode ser classificada quanto a qualidade do glaten para panificacéo
em: muito boa (indice de Glaten > 90), boa (90 > indice de Glaten > 60), média (60 > indice
de Glaten > 40) e fraca (indice de Gldten < 40) (BIONDI, 2003).
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No Brasil, toda farinha de trigo deve ser enriquecida com acido folico e ferro,
conforme a Resolugdo RDC n° 344, de 13 de dezembro de 2002. Essa medida visa auxiliar a
reducdo de problemas de saude como a anemia ferropriva e as doencas de méa formacdo fetal
do tubo neural (BRASIL, 2002b).

3.3.1.2. Agua

A agua, depois da farinha, € o ingrediente mais utilizado nas formulacdes de péo, em
termos de quantidade. Pode ser usada em concentracfes que variam de 50 a 75% (ARPITA
MONDAL, 2008). Ela hidrata as proteinas da farinha de trigo tornando possivel a formacéo
da rede de glaten (PAVANELLI, 2000). Sua utilizacdo determina a consisténcia da massa e
executa um papel muito importante na gelatinizacdo do amido, contribuindo para a
elasticidade e textura do pdo. Sua temperatura é geralmente alterada para controlar a
temperatura final da massa, conforme as necessidades de cada processo (SLUIMER, 2005).

Nos paes isentos de glaten, a massa € geralmente mais cremosa que a produzida com
farinha de trigo, semelhante a uma massa de bolo onde ndo ha o desenvolvimento do gluten
(CAUVAIN, 2009).

3.3.1.3. Aglcar

O aclcar é um elemento muito importante nas formulagdes por duas raz6es principais:
serve como fonte de carboidratos fermentaveis para as leveduras e contribui para melhorar o
sabor, 0 aroma e a cor do pdo (PAVANELLI, 2000).

O acucar reage com 0s aminodcidos presentes, através da reacdo de Maillard,
influenciando na coloracdo e aroma do pdo assado. Além disso, os acUcares adicionados
melhoram a conservacdo do péao, pois permitem melhor retencdo da umidade, mantendo por

mais tempo seu frescor e retardando o processo de endurecimento (QUAGLIA, 1991).

3.3.1.4. Sal (cloreto de sodio)

O sal atua principalmente na formacdo do gliten, ja que a gliadina tem menor
solubilidade em &gua salgada, deixando a massa obtida com maior quantidade de gluten.
(QUAGLIA, 1991). Além disso, tem a funcdo de controlar a fermentacdo e a atividade de

agua, atuando diretamente na vida Util do produto; contribui para o aroma e o sabor do péo;
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relaciona-se com as propriedades reoldgicas da massa, pois 0 sal aumenta a resisténcia a
extensdo do gluten. A quantidade de sal geralmente adicionada aos pées salgados é de 1 a 2%
em base de farinha (SLUIMER 2005; ESTELLER, 2004).

3.3.1.5. Fermento Bioldgico

O fermento biolégico € composto por uma levedura denominada Saccharomyces
cerevisiae, cujo papel principal é fazer a conversdo dos aclcares fermentaveis presentes na
massa a gas carbonico (CO,) e etanol. Além de produzir CO,, que € responsavel pelo
crescimento do pdo, o fermento também exerce influéncia sobre as propriedades reoldgicas da
massa, tornando-a mais elastica (PAVANELLI, 2000).

O fermento bioldgico pode se apresentar na forma seca ou fresca. O fermento
bioldgico fresco € o mais utilizado pelas panificadoras e possui 75% de umidade e por essa
razdo deve ser mantido sob refrigeracdo para sua conservacdo. O fermento bioldgico seco
possui umidade inferior a 8% e equivale a 1/3 da quantidade do fermento bioldgico fresco
(QUAGLIA, 1991). O fermento bioldgico seco pode ser utilizado nos pdes em concentracdes
que variam de 1 a 5% (PHILIPPI, 2003).

3.3.1.6. Gordura

A gordura é um ingrediente opcional na producdo dos paes. Quando utilizada, a
gordura atua como lubrificante da massa, como melhorador da cor e do sabor, além de
enriquecer nutricionalmente o produto (ESTELLER, 2004). Pode ser de origem vegetal (soja,
palma, milho etc.) ou animal (banha ou manteiga). Dependendo da concentracdo utilizada, as
gorduras conferem aumento em torno de 10% do volume do pdo. As gorduras também tornam
a massa mais macia, melhorando a textura do miolo e contribuindo para retardar o
envelhecimento do pdo (PAVANELLI, 2000).

Os lipidios incorporados na matriz de proteica interagem com as proteinas durante a
mistura da massa e contribuem para as propriedades viscoelasticas da rede de gluten,
necessarias para a expansio e retencdo de gas (DEMIRALP; CELIK; KOKSEL, 2000).
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3.3.1.7. Agentes oxidantes

Segundo Pavanelli (2000), os agentes oxidantes atuam diretamente sobre a estrutura
das proteinas do glaten, reforcando a rede de glaten através da formacdo de ligaches
dissulfidicas. Estas ligacGes formadas afetam a reologia da massa, aumentando a resisténcia a
extensdo e diminuindo a extensibilidade. Como consequéncia direta da acdo reforcadora dos
oxidantes sobre o gluten, a capacidade de retencdo de gases é aumentada, 0 que resulta em
paes com maior volume. Os agentes oxidantes também aumentam o “oven-rise”, ou salto de
forno, que é o aumento rapido de volume que ocorre nos primeiros minutos ap6s a massa
entrar no forno.

O é&cido ascérbico é um agente oxidante que fortalece a rede de gliten através da
criacdo de ligagdes dissulfidicas, responsavel pelo aumento no tamanho do pao nos primeiros
minutos de assamento (NAKAMURA; KURATA, 1997).

3.3.1.8. Emulsificantes

A adicdo de emulsificantes é importante para a panificacdo industrial, pois confere
uma maior resisténcia a massa para suportar manuseio na maquina, melhora a taxa de
hidratacdo, a estrutura do miolo, a caracteristica de corte, a capacidade de retencdo de gas e
aumenta a vida util (ARPITA MONDAL, 2008).

Os emulsificantes comerciais apresentam uma mistura de mono e diglicerideos, sendo
obtidos a partir de uma interesterificacdo de triglicerideos com glicerina, ou a partir da
esterificacdo direta com acidos graxos (ADITIVOS E INGREDIENTES, 2008).

Os emulsificantes sdo divididos em duas classes: os que formam complexos com o
amido, favorecendo a maciez do miolo e prevenindo o envelhecimento, como por exemplo 0s
monoglicerideos; e os que atuam na interagdo de proteinas, fortalecedores de massa que
aumentam a habilidade do gluten de formar um filme que retém o gas produzido pelas
leveduras, como por exemplo, o SSL (Estearoil-2-lactil lactato de s6dio) e o CSL (Estearoil-2-
lactil lactato de calcio) (MATUDA, 2004).



27

3.3.1.9. Enzimas

O efeito das enzimas na qualidade de produtos de panificacdo esta relacionado com
sua capacidade de alterar a reologia da massa e portanto, influenciar as operacfes de
moldagem e processamento (OWENS, 2001).

A enzima alfa-amilase atua sobre as moléculas de amilose e amilopectina, quebrando-
as em cadeias menores, enquanto que a beta-amilase ataca somente as extremidades das
cadeias de amilose e amilopectina, formando moléculas de maltose (MATUDA, 2004). A
maioria das farinhas contém um nivel natural adequado de beta-amilase, enquanto que o de
alfa-amilase deve ser ajustado, assegurando o nivel ideal de agUcar para as leveduras durante
0 processo de fermentacdo (WILLIAMS; PULLEN, 2009).

As enzimas proteases catalisam reac6es de hidrélise do glaten enfraquecendo sua rede
e provocando um aumento da extensibilidade e viscoelasticidade da massa o que resulta em
aumento de volume, uniformidade da crosta e maciez do pdo (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010)

As hemicelulases sdo enzimas que tem efeito de modificar as pentosanas do trigo,
resultando em uma massa com melhores propriedades de manejo e mais extensivel. O péo
assado apresenta maior volume e estrutura celular mais fina, o que torna o miolo mais claro e
macio (WILLIAMS; PULLEN, 2009).

As lipases sdo enzimas importantes na melhoria da qualidade dos pées, pois provoca
hidrolise dos lipidios da massa gerando agentes emulsificantes que reduzem a tendéncia a
retrogradacdo do amido e consequentemente o envelhecimento do pdo (DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2010)

3.3.1.10.0utros

Nos produtos panificados isentos de gluten deve-se buscar formas alternativas para
reter e estabilizar as bolhas de gas. Ingredientes como gomas, estabilizantes e amido pré-
gelatinizado podem ser usados para proporcionar a oclusdo do gas e estabilizacdo da massa. A
adicdo de uma fonte proteica de certos cereais também & Util no ajuste da massa do pao isento
de gluten, impedindo o seu colapso (CAUVAIN, 2009).
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3.3.2.Etapas do processo de panificacao

As etapas do processo de panificacdo podem variar dependendo do tipo de pdo que se

deseja produzir, maquinario e método de panificacao utilizado.

3.3.2.1. Mistura e Amassamento

A mistura consiste em homogeneizar os ingredientes, dispersar, solubilizar e hidratar
uniformemente os componentes da massa. O trabalho mecéanico contribui para o
desenvolvimento da estrutura do glaten e incorpora bolhas de ar, assim uma mistura
heterogénea e espessa de agua e farinha é convertida em uma massa viscoelastica homogénea
de aspecto seco (MARSH e CAUVAIN, 2009).

Nas massas elaboradas com farinha de trigo, a formacdo do gliten acontece em
diferentes estagios: no primeiro, as moléculas de proteina sdo hidratadas e as suas fibrilas
aderem umas as outras, formando uma rede desorganizada de fios espessos. A acdo mecanica
torna os fios mais finos e os orienta na direcdo em que foram submetidos a forca, permitindo a
interacdo entre eles. No Ultimo estagio aparece o pico de consisténcia, no qual as fibrilas de
proteina tém seu diametro reduzido significativamente e interagem mais bidimensionalmente
que em um Unico eixo. Neste estagio a massa pode ser estendida em forma de filme continuo
(STAUFFER, 2009).

Quando se produz pdes isentos de glaten, a etapa de mistura tem a funcdo de
homogeneizar todos os ingredientes, dispersar, solubilizar e hidratar uniformemente os

componentes da massa, além de permitir a incorporagéo de ar.

3.3.2.2. Fermentacao principal

A fermentagdo principal tem inicio durante a mistura da massa. E uma fermentagio
alcodlica e anaerobica produzida pela agdo do fermento biolégico (leveduras) sobre os
acucares presentes na massa. Seu papel é produzir gas carbonico e modificacdes fisico-
quimicas, as quais interferem nas propriedades plasticas da massa participando da formacao
do sabor e aroma do péo, além de contribuir para sua boa conservacdo (AQUARONE et al.,
2001; PAVANELLLI, 2000).
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3.3.2.3. Divisao e boleamento

Segundo Gould (2009), a massa deve ser dividida em pedacos de peso especificado
para produzir pdes com peso liquido indicado, sem causar danos a estrutura de bolhas da
massa. A massa é entdo boleada para adquirir uma forma arredondada e apresentar uma
superficie lisa. Assim como na divisdo, esse processo pode ser manual ou mecéanico, com
utilizacdo de equipamentos apropriados (EL-DASH; CAMARGO; DIAZ, 1982).

Estas etapas ndo ocorrem no processo de elaboracdo de pées isentos de gluten devido a
consisténcia cremosa da massa, ndo permitindo o corte e a formacgéo de bolas de massa. A

massa de pées isentos de gluten é normalmente depositada em formas.

3.3.2.4. Descanso

Ap06s o0 boleamento, a massa € descansada por alguns minutos. Durante esse tempo,
ocorre relaxamento da rede de gliten, de modo que a massa possa readquirir a elasticidade
estrutural perdida pelo esforco mecanico sofrido durante as fases de divisdo e boleamento
(EL-DASH; CAMARGO; DIAZ, 1982). O objetivo do descanso é produzir uma peca de
massa suficientemente macia, extensivel e descansada, para possibilitar o desempenho ideal
no estagio de modelagem (GOULD, 2009).

No processo de elaboracdo de paes sem farinha de trigo, a etapa de descanso nédo

ocorre, pois nao existe gluten na massa.

3.3.2.5. Modelagem

Segundo Gould (2009), o objetivo da modelagem € criar uma pega de massa de
formato adequado e ao mesmo tempo produzir uma estrutura que resultara em uma melhor
textura, tanto do miolo quanto da casca do produto final.

Nessa etapa, a massa é achatada, alongada e enrolada sob baixa pressao para obter um
formato uniforme, perdendo parcialmente o gas produzido no descanso, e colocada em formas
retangulares (EL-DASH; CAMARGO; DIAZ,1982).

Nos produtos isentos de gliten a massa apresenta consisténcia cremosa e por isso nao
possui caracteristicas viscoelasticas (GALLAGHER; GORMLEY; ARENDT, 2004). Assim,
ela ndo pode ser manuseada ou modelada, simplesmente € vertida nas formas e levada a

fermentacao final.
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3.3.2.6. Fermentacio final

O objetivo da fermentacdo final é permitir que a massa modelada se expanda para
produzir uma massa aerada que depois de assada tera formato e volume adequados (GOULD,
2009).

A fermentacdo final é realizada em cémaras de fermentacdo, com condigdes
controladas de temperatura e umidade, garantindo que a massa tenha o tempo e as condi¢6es
suficientes para obtencdo da textura e do volume correto para o pdo (EL DASH; CAMARGO;
DIAZ, 1982). A temperatura tem um profundo efeito sobre a taxa de fermentagdo. A
temperaturas de fermentagdo mais elevadas, a massa tem a tendéncia de desenvolver mais
rapidamente, enquanto que em temperaturas mais baixas a massa precisa de um tempo maior
para se desenvolver (BOEKHOUT; ROBERT, 2003). Quando sdo usadas temperaturas de
fermentacdo entre 22° a 24°C, a massa pode levar de 2 a 3 horas para dobrar de volume
(WAYNE, 2009), no entanto, este tempo pode ser reduzido para 1hora a lhora e meia se a
temperatura de fermentacao for aumentada para 28°C (QUAGLIA, 1991).

No caso do pao isento de gliten, o objetivo da fermentacdo final é 0 mesmo do péo
com farinha de trigo, ou seja, permitir uma boa expansédo e aeracdo da massa para produzir

um p&o com volume adequado.

3.3.2.7. Assamento

Normalmente, as condigdes mais comuns para 0 assamento de pédes sdo as
temperaturas de 200°C a 230°C por tempos variaveis, de acordo com o tipo e tamanho do péo
confeccionado (AQUARONE et al., 2001).

O assamento resulta em uma série de alteracdes fisicas, quimicas e bioquimicas em um
produto de panificacdo, que incluem a expansdo do volume, a evaporacdo da agua, a formacéo
de uma estrutura porosa, a desnaturacao das proteinas, a gelatinizacdo do amido, a formacéo
de crosta e reacOes de escurecimento (SABLANI; BAIK; MARCOTTE, 2002).

3.3.2.8. Resfriamento
Ao sairem do forno, os pées apresentam temperatura muito alta e devem ser resfriados

a temperatura ambiente antes de serem cortados e embalados, a fim de evitar a deformacéo e a
deterioracdo (AQUARONE et al., 2001).
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O inicio do resfriamento indica o comego do processo de envelhecimento do pdo que é
percebido pelo aumento da firmeza do miolo e perda do frescor. Isso se deve em parte a
transicdo gradual de um amido amorfo, a um amido parcialmente cristalino e retrogradado.
Nos produtos de panificacdo, em que existe quantidade suficiente de umidade para a
gelatinizacdo do amido, a retrogradacdo da amilose pode ser completada durante o periodo de
resfriamento, em temperatura ambiente. A taxa de envelhecimento do produto depende da
formulacdo, do método de panificacdo e das condi¢bes de armazenamento (DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2010).

3.3.3. Métodos de panificacao

Além dos ingredientes, o procedimento para elaboracdo do pado € também
fundamental. Segundo Hoseney (1994) os produtos de panificacdo feitos com farinha de trigo,

sdo produzidos principalmente de acordo com trés métodos de mistura:

e O método de massa direta é aquele em que a mistura dos ingredientes € realizado em
uma Unica etapa;

¢ O método esponja é aquele em que uma segunda mistura de ingredientes é realizada.
O fermento é preparado durante a primeira etapa juntamente com determinada
quantidade de agua e farinha. A mistura é deixada fermentar durante algumas horas e
depois € misturada com o restante dos ingredientes;

e O Chorleywood é o método em que todos os ingredientes sdao misturados num

misturador de ultra-alta velocidade em alguns minutos.

Segundo Cauvain (2009), o método de mistura para as massas isentas de gluten pode
variar do basico ao mecanico, planetario e até o proporcionado por amassadeiras continuas e

de alta velocidade.
3.4. Qualidade dos paes
Ao avaliar a qualidade do pédo, Cauvain (2009) cita dentre as caracteristicas externas

dos paes, as dimensdes, 0 volume, a aparéncia, a cor e a formacdo da casca como as mais

frequentes. Dentre as caracteristicas internas, o tamanho, a quantidade e a distribuicdo das
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celulas de ar no miolo, a textura e a cor do miolo s&o as mais usadas para avaliar a qualidade
dos pées.

O péo de trigo fresco geralmente apresenta cor marrom e crosta crocante, aroma de
tostado, textura do miolo macia e elastica e um paladar umido (GIANNOU; KESSOGLOU;
TZIA, 2003). Segundo Bourne (2002), o sabor € o atributo mais apreciado em um alimento e
a textura o principal fator para rejeita-lo.

A estrutura do miolo dos produtos a base de cereais como o pao € um fator muito
importante para determinar a qualidade sensorial, podendo ser quantificado, por exemplo,
como textura ou crocancia, bem como armazenamento e propriedades de envelhecimento
(ARPITA MONDAL, 2008).

Segundo Cauvain (2009), a textura e a qualidade sensorial sdo propriedades
importantes dos produtos de panificacdo. A maciez ou firmeza do miolo é a propriedade de
textura que atrai mais a atencdo na avaliacdo do pao devido a sua relagdo com o frescor.

A textura pode ser definida como todos os atributos mecéanicos, geométricos e de
superficie de um produto que sejam perceptiveis por meios instrumentais e sensoriais
(ESTELLER; AMARAL; LANNES, 2004). O procedimento para determinacdo da firmeza e
demais parametros de textura consiste em submeter os paes a compressao e analisar a curva
forca-tempo resultante (ESTELLER et al., 2004). A forca méaxima avaliada para produtos
panificados é dependente da formulacdo (qualidade da farinha, quantidade de acUcares,
gorduras, emulsificantes, enzimas e mesmo a adicdo de gluten e melhoradores de farinha),
umidade da massa e conservacdo (tempo de fabricacdo do produto e embalagem)
(ESTELLER; LANNES, 2005).

Segundo Ylimaki et al. (1988), pdes produzidos com farinhas isentas de gluten
geralmente apresentam miolo firme e gomoso. Clerici e El-Dash (2006) estudaram a
substituicdo da farinha de trigo por farinha de arroz na produgdo de pées livres de glaten e
obtiveram pées com textura e coloracdo semelhantes aos pées de trigo, indicando que novas

pesquisas devem ser feitas visando melhorar o volume dos paes.

3.5. Arroz

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos cereais mais cultivados do mundo, constituindo a
base da alimentacdo de mais da metade da populacéo, sendo para alguns povos, especialmente
na Asia, alimento de sobrevivéncia. A producdo asiatica de arroz representa 96,68% da
producdo mundial (FUNGUETTO et al., 2010).
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O Brasil é o maior produtor mundial de arroz, fora da Asia, com colheita que se
aproxima de 12,8 milhdes de toneladas na safra 2013/2014 (CARVALHO et al., 2014). A
producdo nacional de arroz estd distribuida pelos seguintes estados: Rio Grande do Sul,
64,4%, Santa Catarina, 8,3%, Mato Grosso, 5,4% e Maranhdo, 4,4% (BRASIL, 2011).
Segundo a Conab (Companhia Nacional de Abastecimento), a producao nacional de arroz na
safra 2011/2012 foi de 11,599 milhdes de toneladas, sendo o Rio Grande do Sul responsavel
por 8.984 milhdes de toneladas (BRASIL, 2012).

Quanto ao valor nutricional, o arroz é constituido basicamente de amido, apresentando
quantidades menores de proteinas, lipidios, fibras e cinzas, estando sujeitas a variacGes
dependendo da cultivar, fatores ambientais, condi¢des de cultivo, manejo e armazenamento
dos gréos (ZHOU et al., 2002).

Pesquisadores relataram que o arroz produz efeitos benéficos a satde, como auxilio no
controle da glicose sanguinea, reducao dos lipidios séricos e da pressdo arterial, entre outros,
auxiliando na prevencdo e no controle de doengas cronicas, como diabetes e doengas
cardiovasculares (BRAND-MILLER; PANG; BRAMALL, 1992; KOIDE et al.,, 1996;
QURESHI et al., 2001; RONG; AUSMAN; NICOLOSI, 1997; XIA et al., 2003).

O arroz é uma boa opcéo para a elaboracdo de produtos isentos de glaten, pois além de
ser um alimento livre de inibidores enzimaticos que prejudicam a absorcéo na dieta, apresenta
uma elevada proporcdo de carboidratos facilmente digeriveis (SCHAMNE, 2007). Além
disso, o arroz é um cereal que possui a fracdo prolamina com composi¢do amino-acidica
diferente da do trigo e talvez por essa razao os celiacos ndo possuam a mesma sensibilidade a
esse cereal (CESAR et al., 2006).

3.5.1.Farinha de arroz

A farinha de arroz € produzida a partir de graos inteiros e quebrados durante a etapa de
beneficiamento e contém de 6 a 7% de proteina (SHIH, 2004), sendo conhecida por sua facil
digestdo no organismo. Basicamente, o processo de producdo da farinha de arroz envolve as
etapas de recepcdo, pré-higienizacdo, limpeza e moagem dos grdos e peneiracdo e
ensacamento da farinha (BUHLER SA, 2013).

A moagem consiste no cisalhamento dos gréos polidos em rolos raiados, para reduzir a
granulometria a particulas de tamanhos menores do que 250 mm. Através do peneiramento,

h& remocgdo de particulas com granulometrias maiores, garantindo um produto dentro dos
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padrbes tecnoldgicos, com reducdo e/ou eliminagfes de sujidades ou focos de contaminacéo
microscopica (CARDOSO, 2003; ELIAS; FRANCO, 2006).

A farinha de arroz constitui o substituto da farinha de trigo mais utilizado em razao de
apresentar sabor suave, cor branca, ampla faixa de teor de amilose, propriedades nutricionais
e hipoalergénicas (CAPRILES; AREAS, 2011; STORCK et al., 2009).

A industrializacdo de produtos livres de gluten & base de farinha de arroz é
tecnologicamente dificil, porque esta farinha ndo tem as propriedades viscoelasticas
caracteristicas das proteinas do glaten (SIVARAMAKRISHNAN; SENGE;
CHATTOPADHYAY, 2004) o que prejudica a qualidade, dando origem a produtos de
pequenos volumes especificos, mais firmes e menos durédveis que os elaborados com farinha
de trigo. Por esse motivo, o desenvolvimento de produtos de panificacdo livres de gliten é um
desafio para a ciéncia e a tecnologia dos alimentos, entretanto, essencial para 0s pacientes
celiacos (PREICHARDT, 2009).

3.6. Enzima transglutaminase

A enzima transglutaminase (TG) (EC 2.3.2.13) é conhecida por catalisar reacdes de
transferéncia de grupos acil formando ligagdes cruzadas intra e intermoleculares em proteinas,
peptideos e véarias aminas primérias, principalmente pelas ligagdes covalentes entre residuos

de glutamina e lisina (NONAKA et al., 1989) como mostra a Figura 2.

Figura 2 - Reacéo de acil-transferéncia catalisada pela enzima transglutaminase
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Fonte: Unnumbered10 p309, Biochemistry, Seventh Edition ©2012 W.H. Freeman and Company
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3.6.1. Mecanismo de acao

O mecanismo de reacdo catalisado pela transglutaminase é explicado da seguinte
forma: o grupo tiol de uma cisteina ataca a cadeia lateral de um residuo de glutamina
acessivel no meio proteico. Esse ataque forma um complexo acil-enzima e aménia. Em
seguida, uma amina primaria entra no lugar da enzima formando uma glutamina carboxamida
modificada. Caso a ligagdo proteica envolva lisina, a ligacdo cruzada entre peptideos, intra ou
intermolecular, ocorre via N(y-glutaminil) L-lisina. Essas reacBes com transglutaminase
resultam na formac&o de agregados proteicos irreversiveis (MACEDO; SATO, 2006).

As reacdes que podem ser utilizadas para modificar as propriedades das proteinas séo
a formacdo de ligagcbes cruzadas entre aminas primarias com residuos de glutamina acessivel
no substrato proteico, ou na auséncia de residuos de lisina ou outras aminas primarias, a agua
poderia reagir como nucledéfilo, resultando na hidrélise de um residuo de glutamina, formando
um residuo de glutamato (GERRARD et al., 2001).

Na area de panificacdo, a enzima transglutaminase provoca a formacdo de ligacdes
covalentes entre as fracbes de proteina conduzindo a uma melhora nas propriedades
viscoelasticas do glaten que tém um efeito positivo no comportamento reoldgico das massas
em geral (CABALLERO et al., 2005).

No Brasil, a enzima transglutaminase esta disponivel na linha ACTIVA®, preparacoes
produzidas pela Ajinomoto, que usam a enzima como ingrediente chave para oferecer varios
beneficios a inddstria de alimentos. Na panificacdo, estudos preliminares sugerem que a
ACTIVA® auxilia na reducdo do tempo de batimento da massa de pées, aumentando
significativamente a produtividade. Além disso, observou-se aumento do crescimento da
massa com uma quantidade menor de fermento, resultando em redugdo de custo para a
industria (AJINOMOTO, 2013).

3.6.2.Uso da enzima transglutaminase em produtos livres de gluten

A enzima transglutaminase vem sendo usada com sucesso em produtos livres de
gluten por sua capacidade de formar rede proteica, através da promocéo de ligacbes cruzadas
entre residuos de glutamina e lisina, convertendo proteinas soltiveis em polimeros insoliveis
(LARRE et al., 2000). Isso faz com que a massa tenha maior elasticidade e viscosidade,
melhorando a capacidade de retencdo de gases durante a fermentacao de pées.
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Moore et al. (2006) estudaram a adicdo da enzima transglutaminase nos niveis 0,0;
0,1; 1,0 e 10,0 U/g de proteina, em formulacBes de pdes com farinhas de arroz, batata e milho,
goma xantana e varias fontes de proteina (soro de leite em pd, soja e ovo em po). Os
resultados mostraram ser possivel criar uma rede de proteinas para a producao de pdo sem
glaten com a utilizagdo da enzima, sendo que melhores resultados foram dependentes da
quantidade de enzima e das fontes de proteina usadas.

Gujral e Rosell (2004) trabalharam com diferentes concentracfes de transglutaminase
e as mais utilizadas variaram de 0,1 a 1,5 g/100 g de farinha. Huang et al. (2010) estudaram o
efeito da transglutaminase na massa de farinha de aveia e observaram diminui¢do progressiva
na quantidade de grupos amino livres quando foi adicionado de O a 1% da enzima. Estes
autores concluiram que teores maiores de enzima ndo afetaram o teor de grupos amino livres
devido a baixa quantidade de lisina na massa, 0 que pode limitar a acdo da enzima
transglutaminase.

Storck et al. (2009), estudando a influéncia da enzima transglutaminase nas
caracteristicas tecnolégicas de pdes de farinha de arroz de alto teor de amilose, obtiveram
melhor volume especifico dos paes quando usaram 1,5% de transglutaminase em base a
farinha.

Autio et al. (2005) estudaram a cinética de intercruzamento das proteinas do trigo em
massas de paes com uso da transglutaminase. Verificou-se que a adi¢cdo da enzima deixou a
massa mais rigida e menos extensivel logo ap6s o amassamento. Houve ainda um retardo do
crescimento das bolhas de gas durante a fermentacdo, o que reduziu o diametro médio dos
alvéolos. E foi constatado que a enzima promoveu o desenvolvimento do gliten, no entanto,
quando usada na maior concentracdo (0,06%) provocou uma distribuicdo ndo homogénea das
proteinas no pao.

A transglutaminase permitida pela legislacdo para a utilizagdo na inddstria de
alimentos deve ser obtida apenas dos microrganismos Streptomyces mobaraense ou
Streptoverticillium mobaraense (BRASIL, 2009). Segundo a Resolugdo RDC n° 348, de 02 de
dezembro de 2003 da ANVISA, a transglutaminase esta inclusa na tabela de enzimas, cujo
paragrafo unico informa que o limite de uso sera em “quantum satis”, ou seja, quantidade

suficiente para obter o efeito desejado no alimento (BRASIL, 2003).
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3.7. Melhoradores de textura

Estabilizantes (gomas e hidrocoloides) sdo usados para regular a consisténcia dos
alimentos. Sdo produtos que hidratam quando se juntam a agua e durante este processo, as
moléculas maiores de estabilizantes desagregam-se e dissolvem-se. Isto leva & formacgéo de
enlaces ou “pontes” de hidrogénio que através de todo o liquido formam uma “rede”,
reduzindo assim a mobilidade da agua restante ndo ligada. Quando se trabalha com
estabilizantes, estes efeitos sdo facilmente observaveis, resultando em alta viscosidade e
formagéo de gel (ROSS - MURPHY, 2001).

Os hidrocoldides sdo amplamente utilizados como aditivos na tecnologia de alimentos
e tem como funcdes a melhoria da textura, retardo da retrogradacdo do amido, aumento da
retencdo de umidade, enfim, a melhoria da qualidade, em geral, dos produtos de panificacéo.
O principal efeito produzido pelos hidrocoléides € o atraso da retrogradacdo da amilose pela
formacdo de complexos entre os hidrocoldides e as cadeias da amilose (ROJAS; ROSELL;
BARBER, 1998). O motivo pelo qual a formacdo de gel pode ser importante nos produtos
livres de glaten é que a geleificacdo envolve a formacdo de uma rede tridimensional
viscoelastica, tal como é o glaten na massa feita com farinha de trigo (BEMILLER, 2008).

A incorporacdo de hidrocol6ides em solugdes de amido modifica as propriedades
reoldgicas e causa aumento da viscosidade. Por este motivo, as gomas sdo utilizadas para
conferir estabilidade a produtos como pudins e sobremesas. Estudos sobre a interacdo de
amido de milho a 5% com goma guar e LBG (goma locusta) nas concentracfes de 0-0,2%
mostraram que, a medida que aumenta a concentragdo dos hidrocoldides, diminui a
temperatura de gelatinizacdo e aumenta a viscosidade a frio da solucdo (SUDHAKAR;
SINGHAL; KULKARNI, 1996).

O retardo do envelhecimento dos pédes pode ser devido a interacdo dos hidrocoldides
com o0s componentes do amido através de pontes de hidrogénio, tornando-os menos
disponiveis para a cristalizacdo do amido (MUNHOZ, 2003). Pequenas quantidades de
hidrocoloide (<1%) aumentam a absorcdo de agua e o volume especifico do péo, reduzem a
firmeza do péo e a retrogradagdo do amido (COLLAR et al., 1999).

Onyango, Unbehend, e Lindhauer (2009) estudaram o efeito de hidrocoloides e
emulsificantes nas propriedades do miolo de pées livres de gluten preparados a partir de sorgo
e amido de mandioca gelatinizado. Os hidrocoldides utilizados (celulose microcristalina,
carboximetilcelulose, metilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose e hidroxipropilcelulose) ndo
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diminuiram a firmeza do miolo e tampouco a taxa de endurecimento dos paes livres de gliten
em relagéo ao controle.

Os hidrocoléides HPMC (hidroxipropilmetilcelulose) e MC (metilcelulose) sao
preparados por modificacdo quimica da celulose e sdo aprovados pela FDA (BURDOCK,
2007). A metilcelulose (MC) é utilizada na preparacdo do pdo ndo convencional, de baixo
contetdo de glaten, para aumentar a absorcdo de &dgua e melhorar a consisténcia do miolo
(QUAGLIA, 1991).

A metilcelulose (MC) tem propriedades funcionais que sdo vantajosas em produtos de
panificacdo, particularmente em alimentos feitos de farinha de arroz, milho e centeio, que séo
de baixo teor ou isentas de gluten. A metilcelulose, que esta disponivel numa larga gama de
pontos de geleificacdo, contribui para a estruturacao das células e reducdo da desintegracdo do
miolo. O uso de metilcelulose permite que mais dgua possa ser adicionada em uma massa de
péo, permitindo gelatinizagcdo mais completa do amido (PANDA, 2010).

Em geral, os hidrocoldides sdo adicionados em niveis que variam de 1 a 4% (base
farinha) e os melhores resultados em termos de volume e textura sdo obtidos pela
incorporacdo de 1 a 2%. Os resultados sdo variaveis em funcdo da formulacéo e das condicdes
de processamento (CAPRILES E AREAS, 2011).

3.8. Spirulina (Arthrospira platensis) e seus efeitos na satude

Spirulina é o nome comercial do género Arthrospira platensis pertencente ao grupo
das Cyanobacterias (SANTQOS, 2013). Tradicionalmente, as cianobactérias foram conhecidas
como algas verde-azuladas e classificadas pelos botanicos entre as algas, sendo a sistematica
do grupo regida pelo Cddigo Internacional de Nomenclatura Botanica, atualmente designado
como “Codigo Internacional de Nomenclatura para Algas, Fungos e Plantas” (Cddigo de
Melbourne 2011). As algas verde-azuladas séo, talvez, as formas mais antigas e primitivas de
vida na Terra. Tém sido utilizadas como alimento humano desde os tempos antigos em Vvarias
partes do mundo, como China, India, México, América do Norte, Peru, Japdo, entre outros
(MORAES et al., 2013).

No Brasil, a Spirulina (Arthrospira platensis) foi identificada na Lagoa Mangueira
(RS) e na Lagoa Salina do Meio e Salitrada Campo Dora (Pantanal, MS) (SANTOS, 2013).
As microalgas sdo cultivadas de forma continua em curto tempo, requerendo pequenas areas
para seu cultivo, cuidados como reposicdo mineral, controle de pH e luminosidade
(BERTOLDI; SANT’ANNA; OLIVEIRA, 2008).
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Para a elaboracdo de alimentos é necessario primeiramente separar a biomassa da
microalga do meio de cultura. O processo de separacdo envolve etapas como floculacéo,
centrifugacdo e filtracdo. Apds, a biomassa deve ser desidratada atraves de técnicas, como a
secagem ao sol, o “spray-drying” e a liofilizagio (MOLINA GRIMA; ACIE FERNANDEZ;
ROBLES MEDINA, 2004).

A FDA (Food and Drug Administration) certificou esta microalga como GRAS
(Generally Recognized as Safe), baseada em pesquisas cientificas realizadas por Cyanotech
Corporation (Havai) e Earthrise Nutritionals (Califérnia). Nestes estudos, a Spirulina foi
adicionada a diversos alimentos e bebidas, consumida em quantidades de 0,1 a 6
g/individuo/dia e a média das estimativas de consumo de 3 g/individuo/dia (FOOD AND
DRUG ADMINISTRATION, 2003). No Brasil, a Spirulina é classificada como um novo
ingrediente e sua ingestdo diaria ndo deve exceder 1,6 g/individuo (BRASIL, 2004).

As microalgas tém sido estudadas em pesquisas biotecnoldgicas devido a sua
importancia nutricional, econdmica e ecolégica (COSTA et al., 2006). Estudos nutricionais
mostram que esses microrganismos tém um dos mais altos teores de proteina ja encontrado,
boa digestibilidade e todos os aminoacidos essenciais nas propor¢des recomendadas pela
FAO, com excecdo da metionina (AVILA - LEON, 2010).

As espécies S. platensis e S. maxima sdo as mais estudadas para uso na alimentacéo
humana por apresentarem um perfil nutricional que as torna ideais como suplemento
alimentar, pois substituem satisfatoriamente as fontes artificiais de nutrientes, por combinar
diversos constituintes de maneira equilibrada. Entre estes constituintes incluem proteinas de
alta qualidade, vitaminas do complexo B, minerais, antioxidantes B-caroteno e vitamina E
(AMBROSI et al., 2008).

Segundo Becker (2007), a composicao geral da Spirulina platensis inclui de 46 a 63%
de proteina, 8 a 14% de carboidratos e 4 a 9% de lipidios. A Spirulina possui proteinas com
composigdo equilibrada de aminoacidos, com as concentragdes de metionina, triptofano e
outros aminoacidos quase semelhantes aos de caseina, embora isto dependa dos meios de
cultura utilizados. O carboidrato de maior relevancia do ponto de vista nutricional é o
mesoinositol fosfato que confere a Spirulina a caracteristica de ser excelente fonte de fésforo
(HABIB et al., 2008). A cianobactéria Spirulina platensis é considerada uma fonte potencial
do y-linolénico, o qual representa cerca de 20% do total de acidos graxos presentes (COHEN;
VONSHAK; RICHMOND, 1987; DESHNIUM et al., 2000). A microalga Spirulina contém
vitamina B1 (tiamina), B2 (riboflavina), B3 (nicotinamida), B6 (piridoxina), B9 (acido

folico), vitamina B12 (cianocobalamina), vitamina C, vitamina D e vitamina E e é uma rica
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fonte de potéssio, e também contém célcio, crébmio, cobre, ferro, magnésio, manganés,
fésforo, selénio, sédio e zinco (HABIB et al., 2008).

A Spirulina sp. LEB 18, isolada da Lagoa Mangueira, em Santa Vitoria do Palmar,
cultivada em diferentes meios de cultivo apresentou teor proteico variando de 60 a 63%, teor
de lipidico de 5%, carboidratos de 15 a 21% e cinzas de 11 a 16% (BORGES et al., 2013).

Segundo Karam e Soccol (2007), grande numero de estudos nutricionais foram feitos
em dietas de diferentes animais: ratos, suinos, aves e bezerros, utilizando Spirulina,
proporcionando aumento de peso e de deposicdo de nitrogénio comparaveis a outras fontes de
proteina.

Em estudo com o uso de Spirulina platensis na recuperacdo de ratos submetidos a uma
dieta de restricdo proteica, onde o teor proteico da Spirulina platensis utilizada nas dietas foi
de 59 a 65%, houve reducdo nos teores de colesterol total e triglicerideos nos grupos que
consumiram as dietas proteicas a base da microalga (DONATO et al., 2010).

No estudo realizado por Colla, Muccillo-Baisch e Costa (2008) para avaliar os efeitos
da suplementacdo com S. platensis sobre o colesterol sérico em coelhos induzidos a
hipercolesterolemia, os niveis de colesterol foram reduzidos e os niveis de HDL foram
aumentados com a suplementacao.

Moreira (2010) testou diferentes concentracdes de Spirulina como fonte de proteina
durante a recuperacdo nutricional de ratos submetidos a desnutricdo proteica. A dieta que se
mostrou mais eficiente na recuperacdo nutricional dos ratos foi a com 8,8% de Spirulina,
apresentando respostas equivalentes a dieta controle e superiores as demais dietas com teores
superiores de Spirulina, demonstrando que o uso de concentragdes superiores de Spirulina
ndo melhoram as condig¢des dos animais.

Figueira et al. (2011) obtiveram aumento significativo no teor proteico de pées de
farinha de arroz com acréscimo de S. platensis (LEB-18) a partir de 2%. Quanto ao teor de
aminoacidos, 0s mesmos autores encontraram aumento dos aminoacidos essenciais treonina,
metionina, isoleucina e leucina, o que colocou o pdo com 3% de S. platensis, no mesmo nivel
do péo feito com farinha de trigo em termos de aminoéacidos essenciais.

Rabelo et al. (2013) desenvolveram “sonhos” de mandioca enriquecidos com Spirulina
platensis, variando a concentragdo da biomassa seca e acUcar invertido em suas formulagoes.
A formulacdo com maior porcentagem de Spirulina permitiu uma melhor qualidade
nutricional dos “sonhos” de mandioca em termos de proteinas, sais minerais, fibras e lipidios.
Além disso, os “sonhos” com maior concentragdo de biomassa foram bem aceitos pelos

consumidores, obtendo resultados semelhantes aos da formulacéo padrao.
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O Conselho Econémico e Social das Nag¢Ges Unidas, em plenéria realizada no dia 15
de julho de 2003, nos Estados Unidos, reuniu delegacdes de varios paises com o intuito de
estabelecer algumas metas visando intensificar programas de assisténcia humanitaria. Entre as
delegacOes estava a da Franca, representada por Gilles Grillet (Membro-Chefe da Instituicdo
Inter-Governamental para o uso da microalga Spirulina no combate & Desnutri¢do). Grillet,
em sua fala, propdés ao Conselho o consumo da Spirulina como meio de combate a
desnutricdo severa e a utilizacdo dessa microalga como suporte para o desenvolvimento rural,
além de defender a criacdo de centros produtores de Spirulina para abastecer populactes
acometidas pela desnutricdo (VOLTARELLI, 2008).

3.9. Avaliacdo da qualidade proteica dos alimentos

A qualidade nutricional de uma proteina estd relacionada a sua capacidade de
satisfazer as necessidades do organismo humano quanto a promog&o de crescimento normal
em crian¢as e manutencdo no adulto (OLIVEIRA; MARCHINI, 1998). O corpo humano €
incapaz de manter as reservas de proteinas, portanto, um fornecimento constante de proteina
de boa qualidade é necessario para manter o crescimento e outras fungdes fisiologicas
(BOYE; WIJESINHA-BETTONI; BURLINGAME, 2012). O valor nutritivo de uma proteina
depende ndo somente do seu teor no alimento, mas também do perfil de aminoéacidos e da sua
digestibilidade, ou seja, da sua biodisponibilidade. As proteinas devem fornecer todos os
aminoacidos indispensaveis na dieta para garantir a sintese proteica (BORGES et al., 2010).

Podem ser utilizados varios parametros para avaliar a qualidade da proteina, dentre
eles o Coeficiente de Eficiéncia Proteica (PER- Protein Efficiency Ratio) que mede o
guociente do ganho de peso em gramas pela quantidade de proteina ingerida. O PER foi o
padrdo muito utilizado pela industria alimenticia dos EUA para avaliar a qualidade da
proteina na alimentacdo e também foi usado para calcular a recomendacgéo diaria para a
proteina apresentada nas tabelas de alimentos nos Estados Unidos (ENDRES, 2001).

Outro indicador bioldgico utilizado é a Razdo Proteica Liquida (NPR — Net Protein
Ratio) que € obtido pela soma do ganho de peso do grupo em estudo e a perda de peso de um
grupo aproteico, dividido pelo consumo de proteina do grupo em estudo. A vantagem do NPR
sobre o PER é que a soma da perda de peso do grupo aproteico elimina a variabilidade dos
valores de PER em resposta a diferentes concentragdes de proteina na dieta (SGARBIERI,
1987).
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A digestibilidade proteica é medida pela quantidade de proteina hidrolisada pelas
enzimas digestivas até aminoacidos, portanto, disponivel para a absorcdo como aminoacidos
pelo organismo animal ou humano (SGARBIERI, 1987). A digestibilidade é o primeiro fator
que reflete a eficiéncia da utilizacdo proteica da dieta, sendo, portanto, um condicionante de
sua qualidade. A maioria das proteinas de origem animal apresenta boa digestibilidade, o que
significa eficaz absor¢do de aminoacidos. As proteinas de origem vegetal geralmente sdo
inferiores em razdo de terem estruturas mais organizadas, apresentarem fatores
antinutricionais e, por isso, serem mais resistentes ao ataque enzimatico (CARIAS;
CIOCCIA; HEVIA, 1995).

O Escore Quimico (EQ) estabelece uma comparacao entre o teor de cada aminoacido
essencial da proteina teste com 0 aminoacido correspondente de um padrdo ou uma proteina
tomada como referéncia. O padrdo de referéncia mais utilizado é da FAO/WHO (1991). O
aminoacido que apresenta o menor EQ é considerado o limitante e uma proteina que apresenta
EQ maior que 1,0 para todos os aminoacidos € considerada de alto valor nutricional
(FAO/WHO, 1991).

A avaliacdo da qualidade proteica permite classificar as proteinas de acordo com o seu
potencial nutritivo, detectar mudancas no valor nutritivo devido ao processamento e/ou
estocagem, contribuindo para avaliar as necessidades de nitrogénio e aminoacidos para o
crescimento e a manutencdo da vida. O método mais utilizado para avaliar a qualidade
proteica € o escore de aminoacidos corrigidos pela digestibilidade verdadeira (Protein
Digestibility Corrected Amino Acid Score - PDCAAS), que consiste no produto do escore
quimico do aminoacido limitante multiplicado pela digestibilidade verdadeira da proteina.
Recentemente, tem-se considerado este método como sendo o mais usual para a avaliagdo da
qualidade proteica, por ser um procedimento que combina métodos quimicos e bioldgicos
(SCHAAFSMA, 2005).

Segundo Quaglia (1991), o valor biolégico da proteina contida no arroz é alto em
comparacdo a outros cereais e sua facil digestibilidade faz com que este cereal tenha
fundamental importancia na alimentacdo humana. Segundo Sgarbieri (1996), a proteina do
arroz ¢ uma das mais nutritivas, igualando-se a aveia e ao centeio. A proteina do arroz, como
um todo, € ligeiramente deficiente em lisina. Seu coeficiente de eficiéncia proteica (gramas de
ganho de peso/gramas de proteina ingerida) varia entre 1,38 e 2,56, dependendo da variedade,

concentragdo proteica e condi¢es experimentais.
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3.10. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

O microscépio eletrénico de varredura € um dos mais versateis instrumentos
disponiveis para a observacdo e andlise de caracteristicas microestruturais de objetos sélidos.
A principal razdo de sua utilidade é a alta resolucdo que pode ser obtida quando as amostras
sédo observadas; valores da ordem de 2 a 5 nanOmetros sdo geralmente apresentados por
instrumentos comerciais, enquanto instrumentos de pesquisa avancada sdo capazes de
alcancar uma resolucdo menor que 1 nm (NAGATANI et al., 1987).

A sua grande vantagem quando comparada com a técnica de microscopia oOptica é a
sua alta resolucdo e em relacdo a microscopia eletrénica de transmissdo (MET) € a sua maior
facilidade no preparo das amostras. Por microscopia eletrénica de varredura (MEV), se
consegue obter uma impressdo sobre a estrutura tridimensional que ndo é possivel por
microscopia optica ou por microscopia eletrénica de transmissdo (MET) (AMEND; BELITZ,
1990; PARADES-LOPEZ; BUSHUK, 1982).

A andlise da estrutura do pao utilizando a microscopia eletronica de varredura tem
sido estudada por varios pesquisadores (INDRANI et al.,, 2003; KIM et al., 2003;
ALTAMIRANO-FORTOUL et al.,, 2012). Através de técnicas microscOpicas & possivel
verificar a estrutura da rede do glaten, células de gés, estruturas celulares e gelatinizacdo do
amido (AUTIO; LAURIKAINEN, 1997).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Matéria-prima, coadjuvantes, aditivos e ingredientes

Os materiais utilizados na elaboracdo dos pédes foram: Farinha de Arroz Inativada
cedida por Cerealle Industria e Comércio Ltda, Enzima Transglutaminase Activa WM (81-
135 U/g), cedida pela Ajinomoto Co., Hidrocol6ide Metilcelulose Methocel A4M®, cedida
por Colorcon, Acido Ascorbico, P.A. da marca Synth e Microalga Spirulina sp. cepa LEB-18,
do Laboratério de Engenharia Bioquimica da Universidade Federal de Rio Grande, produzida
na Planta Piloto localizada as margens da Lagoa Mangueira em Santa Vitoria do Palmar, RS.
Para elaboracdo das dietas do ensaio bioldgico foram usados 0s seguintes materiais: caseina
P.A. (90% de proteina) da marca Synth, mistura de vitaminas e de minerais, L-cistina e
bitartarato de colina adquiridos em farmécia de manipulagdo na cidade de Pelotas, RS, Brasil.
Os demais ingredientes utilizados (fermento bioldgico seco marca Fleischmann, sal refinado
iodado, acucar refinado, 6leo de soja, amido de milho, farelo de trigo e sacarose) foram

adquiridos no comércio de Rio Grande e Pelotas, RS, Brasil.

4.2. Métodos

4.2.1.Obtencdo da microalga Spirulina em p6

A microalga Spirulina sp. LEB-18, fornecida seca e congelada a -18 °C na forma de
pellets, foi descongelada e moida em moinho de bolas até a granulometria de 80 mesh. A
Spirulina moida e peneirada foi embalada a vacuo em sacos de polietileno e mantida

congelada até o uso.

4.2.2.Caracterizacdo da farinha de arroz

A farinha de arroz foi caracterizada por seus percentuais de umidade, cinzas,
proteinas, lipidios e carboidratos. A umidade foi determinada, baseando-se em gravimetria,
pela perda de peso apds secagem em estufa a temperatura de 105°C até peso constante
(método 925.10); o teor de cinzas foi determinado por método gravimétrico, em mufla a
temperatura de 550°C (método 900.02A); o teor proteico foi determinado pelo nitrogénio

total, utilizando o micro-Kjeldahl e o fator 5,95 para a conversdo (método 955.04C) e o teor
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lipidico foi determino por extragdo com éter etilico em extrator de Soxhlet (método 920.39C).
Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata e segundo a AOAC (2000). O teor de
carboidratos totais foi determinado por diferenca (100 g — gramas totais de umidade,

proteinas, lipidios e cinzas).

4.2.3.Caracterizacao da Spirulina

Foi realizada a caracterizacdo da Spirulina em pé a fim de determinar seus percentuais
de umidade, cinzas, proteinas, lipidios e carboidratos. A umidade foi determinada baseando-se
em gravimetria, pela perda de peso ap6s secagem em estufa a temperatura de 105°C até peso
constante(método 925.10); o teor de cinzas foi determinado, por método gravimétrico, em
mufla a temperatura de 550°C (método 900.02A) e o teor proteico foi determinado pelo
nitrogénio total, utilizando o micro-Kjeldahl e o fator 6,25 para a conversdao (método
955.04C). Todas as determinac6es foram realizadas conforme a AOAC (2000). O teor lipidico
foi determinado pelo método de Bligh & Dyer (1959). O teor de carboidratos totais foi

determinado por diferenca (100 g — gramas totais de umidade, proteinas, lipidios e cinzas).
4.2.4.Elaboracgéo dos pées de farinha de arroz
Os pées de farinha de arroz foram elaborados no Laboratorio de Tecnologia de
Alimentos (LTA), localizado no Campus Cidade da Universidade Federal do Rio Grande.
A formulacdo dos pdes de farinha de arroz foi baseada naquela usada por Figueira et

al. (2011), com modificagbes, conforme mostra a Tabela 1.

Tabela 1- Formulag¢do* do pdo de farinha de arroz

Ingredientes 9/100g de farinha de arroz **
Farinha de arroz 100

Agua 120

Sal 2

Acucar 5

Fermento bioldgico seco 15

Oleo 6

Acido ascorbico 90ppm
Metilcelulose; Transglutaminase; Spirulina Variaveis independentes ***

* Segundo Figuelra et al (2011) modificada; **Com base em tarinha de arroz; *** Conforme delineamento
experimental



46

A quantidade de fermento utilizada foi reduzida de 2% na formulag&o original para
1,5%. As quantidades de metilcelulose, transglutaminase e Spirulina adicionadas a
formulacdo seguiram um delineamento experimental DCCR, fatorial completo 2° (Tabela 3).

Os paes de farinha de arroz foram elaborados como descrito a seguir e visualizado no
fluxograma da Figura 3. Os ingredientes secos foram pesados e misturados em uma batedeira
planetaria marca KitchenAid em velocidade baixa por 1 minuto. A seguir, a &gua e o 6leo
foram adicionados e misturados por mais 9 minutos mantendo a velocidade baixa. A massa
obtida foi levada a estufa (Quimis) a 30°C por 60 minutos (1% fermentagdo). Apos, cada
porcao de 175 g de massa foi colocada em formas metélicas de 13,3 x 5,5 cm de base menor
15,5 x 7,4 cm de base maior superior e altura de 4,5 cm, untadas com 6leo. As formas foram
levadas a estufa (Quimis) a 30°C por mais 55 minutos (2% fermentacdo). Apos a 22
fermentacdo, a massa fermentada foi assada em forno elétrico marca Fischer (modelo
Diplomata) pré-aquecido a 200°C por 20 minutos. Os pées assados foram removidos das
formas e deixados a temperatura ambiente por 1 hora para esfriar. De cada formulacdo foram

elaborados 3 paes.

Figura 3- Fluxograma do processamento dos pées de farinha de arroz
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4.2.5. Delineamento experimental

Para avaliacdo das trés variaveis independentes (metilcelulose, transglutaminase e

Spirulina) foi utilizado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) fatorial
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completo 2% segundo Box e Wilson (1951). A Tabela 2 apresenta as variaveis independentes e
niveis usados no delineamento experimental.
Os niveis das variaveis foram determinados a partir de faixas de valores usualmente

utilizados na literatura para a elaboracéo de paes isentos de gluten.

Tabela 2 - Variaveis e niveis do delineamento experimental fatorial completo 22, utilizados
para a elaboragao dos pées de farinha de arroz

Nivel de variagéo

Variavel independente codigo

-1,68 -1 0 +1 +1,68
Metilcelulose (%) X1 0,80 1,08 1,50 1,92 2,20
Transglutaminase (%) Xa 0,20 0,36 0,60 0,84 1,00
Spirulina (%) X3 1,00 1,60 2,50 3,40 4,00

(%) g de metilcelulose, transglutaminase e Spirulina / 100g de farinha de arroz

A matriz que representa o delineamento experimental com valores codificados e reais
¢ apresentada na Tabela 3. Foram realizados 17 ensaios, sendo seis pontos axiais, 0ito pontos

cubicos e trés repeticdes do ponto central.

Tabela 3 - Matriz do delineamento experimental com valores codificados e reais (%)

Valores codificados Valores reais*
Ensaios Xi X2 X3 MC TG Spirulina
1 -1 -1 -1 1,08 0,36 1,60
2 +1 -1 -1 1,92 0,36 1,60
3 -1 +1 -1 1,08 0,84 1,60
4 +1 +1 -1 1,92 0,84 1,60
5 -1 -1 +1 1,08 0,36 3,40
6 +1 -1 +1 1,92 0,36 3,40
7 -1 +1 +1 1,08 0,84 3,40
8 +1 +1 +1 1,92 0,84 3,40
9 -1,68 0 0 0,80 0,60 2,50
10 +1,68 0 0 2,20 0,60 2,50
11 0 -1,68 0 1,50 0,20 2,50
12 0 +1,68 0 1,50 1,00 2,50
13 0 0 -1,68 1,50 0,60 1,00
14 0 0 +1,68 1,50 0,60 4,00
15 0 0 0 1,50 0,60 2,50
16 0 0 0 1,50 0,60 2,50
17 0 0 0 1,50 0,60 2,50

*(%) g de metilcelulose, transglutaminase e Spirulina / 100g de farinha de arroz; MC- metilcelulose e TG-
transglutaminase; X; — metilcelulose, X, — transglutaminase, X3 - Spirulina

As variaveis resposta avaliadas, foram: quantificacdo de grupos amino na massa
fermentada (ug de serina/mg de massa), volume especifico do pdo (mL/g), firmeza do miolo

(g-forca) e cor do miolo.
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4.2.6. AvaliacoOes realizadas nas massas fermentadas e nos paes

4.2.6.1. Quantificacdo dos grupos amino livres na massa fermentada

A quantificacdo dos grupos amino livres foi realizada na massa apés a 22 fermentacéo
utilizando o método baseado na reacdo entre aminas primarias e o-oftaldialdeido (OPA)
segundo metodologia usada por Figueira (2010), citando Gujral e Rosell (2004) (Apéndice 1),
utilizando espectrofotdbmetro Kasuaki modelo IL 592. Os resultados foram calculados

mediante curva padrao de serina (Apéndice 2).

4.2.6.2. Avaliacdo tecnoldgica dos paes

Apds assados e arrefecidos a temperatura ambiente, os pées de farinha de arroz foram
avaliados tecnologicamente pelas caracteristicas de volume especifico (mL/g), firmeza do
miolo (g-forga) e cor do miolo.

a) Volume especifico

Os pées foram pesados em balanca semi analitica modelo AS200 da marca Marte e o
seu volume determinado através do método 10-05 da AACC (2000), por deslocamento de
sementes de painco. O calculo do volume especifico foi realizado pela razéo entre o volume e

0 peso do pdo assado (mL/qg).

b) Firmeza do miolo

A avaliacédo da firmeza do miolo dos pées de farinha de arroz foi realizada segundo a
metodologia 74-09 da AACC (2000), utilizando o Analisador de Textura TA.XTplus e o
software Exponent. A medicé&o foi realizada em cada um dos 3 pées de cada ensaio, utilizando
2 fatias centrais de cada um dos pées, cada uma medindo 25 mm de espessura. A firmeza foi
expressa como a forca em gramas (g-forca) necessaria para comprimir cada fatia dos paes.
Cada uma das fatias foi colocada no centro da plataforma do analisador de textura, sendo
comprimidas com probe cilindrico de 36 mm de didametro, utilizando as condic@es: velocidade
pré-teste: 1 mm/s; velocidade de teste: 1,7 mm/s; velocidade pos-teste: 10 mm/s; compressao:

40% e trigger force: 5 g.
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c¢) Cor do miolo

A cor do miolo dos pdes foi determinada utilizando um colorimetro marca Minolta®,
modelo CR400. A analise foi realizada em triplicata, seguindo o sistema de cor no espacgo
L*a*b* ou CIELab, definido pela CIE (Comissdo Internacional de lluminagdo) em 1976,
avaliando os valores L* (luminosidade), a* e b* (coordenadas de cromaticidade). Neste
sistema de cor, os valores L* variam de zero (preto) a 100 (branco), os valores de a* variam
de -a* (verde) até +a* (vermelho), e os valores de b* variam de -b* (azul) até +b* (amarelo)
(HUNTERLAB, 1998). Os valores correspondentes as coordenadas de cromaticidade L*, a* e
b* foram obtidos por meio de leitura direta das fatias de pdo com o colorimetro.

Foram calculados também o valor de cromaticidade ou C* e angulo de tonalidade ou
h°, referidos como sistema de cor CIELCh, de acordo com Minolta (1993). As Equacdes 1 e 2

mostram o calculo dos parametros C* e he:

Cromaticidade (C*) = ((a*)? + (b*)?)"? 1)

hos = tan™ (b*/a*) 2)

4.2.6.3. Anélise estatistica do delineamento experimental

Para a andlise das respostas da avaliacdo da massa fermentada e das caracteristicas
tecnoldgicas dos pédes de farinha de arroz, foi utilizado o programa Statistica 7 (StatSoft,
EUA), que permitiu calcular os efeitos principais e de interacdo das variaveis sobre as

respostas ao nivel de 10% de significancia.

4.2.7.Definicdo de formulacbes baseando-se nas respostas do planejamento

experimental

Com base nas respostas obtidas do planejamento experimental, foram selecionados
niveis para as variaveis independentes estudadas e definidas trés formulacfes de paes de
farinha de arroz, denominados Pdo A, Pd&o B e P& C, a fim de se obter pdes com
caracteristicas tecnologicas adequadas. A Tabela 4 apresenta os niveis de metilcelulose,

transglutaminase e Spirulina selecionados para os paes de farinha de arroz.
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Tabela 4 - Niveis das varidveis utilizadas para os paes de farinha de arroz definidos pelas
respostas do planejamento experimental

Variaveis Pao A Péo B Péo C
Metilcelulose* 2,2 1,5 2,2
Transglutaminase* 0,2 0,2 0,6
Spirulina* 4,0 4,0 1,0

*(%) g de metilcelulose, transglutaminase e Spirulina / 100g de farinha de arroz

4.2.7.1. Microscopia etetronica de varredura (MEV) das massas fermentadas
dos pdes A,BeC

Amostras de massa fermentada (apds 22 fermentacdo) dos pdes A, B, C, B sem
Spirulina e C sem transglutaminase foram liofilizadas e eletromicrografadas por microscopia
eletronica de varredura. As amostras de massa fermentada foram congeladas a - 86°C em
ultrafreezer Indrel, modelo IULT 90 D e imediatamente desidratadas em liofilizador LIOTOP,
modelo L 108. As amostras liofilizadas foram fragmentadas em tamanho proprio para a
fixacdo no stub e em seguida recobertas com carbono utilizando um sputtering marca Desk V,
modelo Denton Vacuum (USA). As imagens foram realizadas em microscopio eletronico de
varredura marca JEOL, modelo JSM-6610 LV (Japdo), no Centro de Microscopia da Regido
Sul do Brasil (CEME-SUL) da Universidade Federal do Rio Grande.

4.2.7.2. Avaliacdo tecnoldgica dos paes A,Be C

Os paes A, B e C de farinha de arroz foram avaliados segundo suas caracteristicas
tecnoldgicas de volume especifico (mL/g), firmeza do miolo (g-forga) e cor do miolo como

descrito no item 4.4.2.

4.2.7.3. Composicédo proximal dos pdes A,Be C

A composi¢do quimica dos paes foi determinada através das determinacdes de
proteina realizada por micro-Kjeldahl utilizando como fator de conversdo de 5,95, lipidios
pelo método de Soxhlet, umidade e cinzas, todos de acordo com a AOAC (2000), além de
carboidratos totais estimados por diferenga (100 g — gramas de umidade, proteinas, lipidios e

cinzas).
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4.2.7.4. Andlise estatistica da avaliacdo dos paes A,Be C

As avaliacdes tecnoldgicas de volume especifico, firmeza e cor do miolo e as analises
de composicdo proximal foram realizadas em triplicata e os resultados analisados
estatisticamente utilizando a analise de variancia (ANOVA), comparando-se as médias
através do teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia, empregando-se o programa
Statistica 7.0.

4.2.8. Avaliacdo sensorial dos paes de farinha de arroz A,Be C

A avaliacdo sensorial foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa na Area da
Salde (CEPAS) da Universidade Federal do Rio Grande, através do parecer n® 130/2012
(Anexo 1) e cadastrado na Plataforma Brasil sob o n°® 09676912600005324.

Os pées A, B e C foram avaliados sensorialmente através de um teste de ordenacao por
preferéncia (Apéndice 3), segundo o Instituto Adolfo Lutz (2008).

Cinquenta consumidores de pdo, ndo celiacos, de ambos os sexos, foram convidados a
participar do teste. Os julgadores que mostraram interesse em participar do teste assinaram
um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para que estivessem cientes da pesquisa
(Apéndice 4).

Amostras dos trés pdes foram cortadas em fatias de aproximadamente 1 cm de
espessura, as quais foram codificadas aleatoriamente. As amostras codificadas dos pdes A, B
e C juntamente com a ficha de avaliacdo, foram apresentadas aos julgadores para que eles as
provassem e na ficha as ordenassem de forma decrescente de sua preferéncia, ou seja, da
amostra mais preferida (pontuacdo 1) a menos preferida (pontuagdo 3). A avaliacdo foi
realizada em cabines individuais com luz branca no Laboratério de Andlise Sensorial da

Universidade Federal do Rio Grande.

4.2.8.1. Andlise estatistica da avaliacé@o sensorial

O resultado da avaliagdo sensorial foi calculado pela soma das ordens (pontuagéo)
obtidas dos julgadores a cada uma das amostras através do teste de Friedman. O valor de Fr
calculado foi comparado com valores criticos apresentados em tabela Newell e MacFarlane
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).
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4.2.9.Avaliagcdo nutricional do péo de farinha de arroz com Spirulina na

resposta bioldgica de ratos Wistar

O péo de farinha de arroz com 4% de Spirulina, 0,2% de transglutaminase e 1,5% de

metilcelulose (P&o B) foi avaliado nutricionalmente através de ensaio bioldgico.

4.2.9.1. Preparo das dietas

Foram preparadas quatro dietas conforme recomendacdes para atender as necessidades
nutricionais de roedores em crescimento (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993):

Dieta controle ( C ) — elaborada com caseina comercial (90% de proteina);

Dieta aproteica ( A ) - sem adicao de fonte proteica;

Dieta Pao de arroz ( PA) - elaborada com Péo B sem Spirulina;

Dieta Pao de arroz com Spirulina ( PAS)) - elaborada com o Péo B.

A Tabela 5 apresenta a composicdo das dietas controle, aproteica e experimentais:

PAS e PA, elaboradas segundo Reeves, Nielsen e Fahey (1993).

Tabela 5 - Composicdo das dietas Controle, Aproteica, PA (pdo de arroz) e PAS (pdo de
arroz com Spirulina)

Ingredientes (g/kg) Dietas

Controle Aproteica PA PAS
Pdo de arroz - - 704,5 -
P&o de arroz com Spirulina - - - 716,5
Caseina 120,0 - 58,0 50,0
Oleo de soja 70,0 70,0 35,0 35,0
Mistura de minerais 35,0 35,0 20,0 15,0
Mistura de vitaminas 10,0 10,0 10,0 10,0
L-cistina 3,0 3,0 3,0 3,0
Bitartarato de colina 2,5 2,5 2,5 2,5
Fibras 50,0 50,0 50,0 50,0
Sacarose 100,0 100,0 100,0 100,0
Amido de milho 609,5 729,5 17,0 18,0
Total 1000 1000 1000 1000

A formulacdo da dieta controle foi preparada com 10% de caseina, enquanto que a
dieta aproteica foi formulada a partir da dieta controle, retirando-se a caseina e
complementando-se com mais amido de milho. Apesar da recomendacdo da AIN93G ser de

20% de proteina, as dietas controle e experimentais foram preparadas com aproximadamente
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10%, pois segundo Miller e Bender (1955) e Sgarbieri (1996), fontes proteicas apresentam
maior utilizacdo nesta quantidade.

Para elaboracéo das duas dietas experimentais, a caseina foi substituida pelo material
em estudo (P&o de arroz e Pdo com Spirulina) e complementadas com caseina, para atingir o
teor aproximado de 10% de proteina. As quantidades de 6leo de soja e minerais foram
reduzidas, em comparacdo com a dieta controle, devido aos lipidios e as cinzas ja presentes
nos pdes. O amido de milho foi adicionado na quantidade necessaria para completar 1000 g de
cada dieta.

Para elaboragéo das duas dietas experimentais, PAS e PA, os pées de arroz e de arroz
com Spirulina foram triturados e misturados aos demais ingredientes de cada dieta. A mistura
foi adicionado um gel a 8% preparado com parte do amido da formulacao para possibilitar a
modelagem manual dos pellets. As dietas na forma de pellets foram secas em secador com

circulacdo de ar a £50°C, por aproximadamente 18 h (Figura 4).

Figura 4 - Pellets das dietas Controle, Aproteica, PA (pao de arroz) e PAS (péo de arroz com

Spirulina)
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As dietas foram analisadas fisico-quimicamente, em triplicata, quanto aos percentuais
de umidade, cinzas, lipidios e proteinas segundo a AOAC (2000). A umidade foi determinada,
baseando-se em gravimetria, pela perda de peso apos secagem em estufa a temperatura de
105°C até peso constante (método 925.10); o teor de cinzas foi determinado por método
gravimétrico, em mufla a temperatura de 550°C (método 900.02A); o teor proteico foi
determinado pelo nitrogénio total, utilizando o micro-Kjeldahl e o fator 6,25 para a converséo
(método 955.04C) e o teor lipidico foi determino por extracdo com éter etilico em extrator de
Soxhlet (método 920.39C).

4.2.9.2. Ensaio biolégico

O ensaio biologico foi realizado na Sala de Experimentagdo Animal da area de

Alimentos do Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos da Universidade
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Federal de Pelotas, de acordo com as normas da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais
de Laboratorio — SBCAL/COBEA (BRASIL, 2008) e o protocolo experimental aprovado pela
Comissdo de Etica da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) — RS/Brasil, processo n°
23110009867/2012-21 (Anexo 2).

Para o ensaio, foram utilizados 24 ratos da espécie Rattus norvegicus cepa
Wistar/UFPel, machos, recém-desmamados, de 21 dias, com peso médio entre 41,6 ge 73,4 g
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas. O experimento foi
conduzido por um periodo de 17 dias, dos quais os 3 primeiros dias foram de adaptacdo dos
animais as condi¢cdes do ambiente e a dieta padrdo da espécie (REEVES; NIELSEN; FAHEY,
1993, adaptado).

Ao final do periodo de adaptacdo, os animais foram pesados e distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos: Controle (n=6); Aproteico (n=6); PA (n=6) e PAS (n=6),
tendo-se o cuidado para manter o peso médio dos grupos de maneira que a diferenca entre 0s
mesmos fosse a minima possivel.

Os animais foram mantidos em gaiolas metabodlicas individuais de arame galvanizado,
com tela coletora de fezes e fundo em aco inoxidavel, nas medidas 27x19x20 cm, comedouro
externo e bebedouro de polipropileno com capacidade para 300 mL. Durante o periodo do
ensaio, o laboratério permaneceu sob condi¢des controladas de fotoperiodo de 12 horas (ciclo
claro/escuro de 12 h cada) e temperatura de 22+2°C, com troca periodica do ar por sistema de
exaustdo. Os animais receberam diariamente 20 g de dieta e agua ad libitum.

Durante o experimento, foi realizada diariamente, pesagem da dieta remanescente com
0 objetivo de se determinar a quantidade diaria ingerida por animal. O peso corporal dos
animais foi registrado a cada trés dias para avaliagdo do ganho de peso dos mesmos. Estes
dados também foram utilizados para o céalculo do coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA).

A partir dos ultimos sete dias do experimento, as fezes foram coletadas (amostra =
pool de fezes de dois ratos, totalizando 3 amostras de fezes por grupo), pesadas em balanga
analitica, secas em estufa a 50+1°C por 48 h e armazenadas congeladas para determinagédo do
teor de nitrogénio e calculo da digestibilidade aparente e verdadeira. O teor proteico de cada
amostra de excreta foi determinado através do método de Kjeldahl, sendo os resultados
expressos em % de proteina (AOAC, 2000). O fator de conversdo proteico utilizado para
todas as amostras foi de 6,25.

Ao término do periodo especifico para os testes nutricionais e as respectivas coletas de
dados, os animais foram submetidos a um jejum de 12 horas e apds a pesagem, realizada a

eutanasia por decapitacdo utilizando uma guilhotina, seguindo a recomendacdo do Conselho
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Federal de Medicina Veterindria — CFMV (2012). As carcacgas dos animais foram colocadas
em sacos adequados e congeladas, sendo remetidas, com o0s demais materiais

perfurocortantes, para o Biotério e recolhidas por firma especializada.

4.2.9.3. Indicadores bioldgicos

Os indicadores biologicos avaliados foram Razéao Proteica Liquida (NPR), Coeficiente
de Eficiéncia Alimentar (CEA), Digestibilidade Aparente (DA), Digestibilidade Verdadeira
(DV) e Escore Quimico Corrigido pela Digestibilidade (PDCAAS).

a) Razdo proteica liquida (NPR)

A Razdo Proteica Liquida foi calculada segundo Bender e Doell (1957), através da
soma do ganho de peso no grupo alimentado com a proteina testada e a perda de peso no
grupo aproteico, dividida pela quantidade de proteina consumida pelo grupo teste, de acordo

com a Equacéo 3.

ganho de peso grupoteste (g) + perda de peso grupo aproteico (g)

NPR = : -
proteina consumida pelo grupo teste (g) 3)

b) Coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA)

O Coeficiente de Eficiéncia Alimentar foi calculado pela razdo entre o ganho de peso
(9) e a quantidade de alimento ingerido (g) de cada animal ao final do experimento (JOOD;
KAPOOR; SINGH, 1992), conforme Equacéo 4.

CEA = ganho de pe_so (9) (4)
consumo de dieta (g)

c)Digestibilidade proteica aparente e verdadeira

A digestibilidade aparente (DA) € a quantidade de proteina digerida que é obtida
mediante a diferenca entre a proteina ingerida na dieta e o nitrogénio eliminado nas excretas

pelos animais, dividido pela quantidade de proteina ingerida, segundo a Equacéo 5.
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%DA=|—F|7X100 (5)

A digestibilidade verdadeira (DV) leva em consideracdo o nitrogénio proveniente do
préprio animal que € excretado nas fezes juntamente com as proteinas de origem alimentar
ndo digeridas, conforme a Equacdo 6 (SGARBIERI, 1996).

| —(F—F,) x100
|

%DV = (6)

Onde:

| =nitrogénio ingerido pelo grupo teste
F=nitrogénio fecal do grupo teste
Fk=nitrogénio fecal do grupo aproteico

d) Escore quimico corrigido pela digestibilidade verdadeira (PDCAAS)

Para a determinacdo do PDCAAS (Escore Quimico Corrigido pela Digestibilidade)
foram utilizadas as determinacdes de aminoacidos essenciais (HPLC), escore de aminoacidos
(AAS) e digestibilidade verdadeira das dietas (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION/WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1991).

A determinacdo dos aminoacidos essenciais nas dietas foi realizada pela empresa CBO
- Analises Laboratoriais (Campinas/SP), utilizando um analisador de aminoacidos SPC1000
adaptado para o metodo de derivatizacdo pré-coluna com fenilisotiocianato PITC e
quantificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em fase reversa, utilizando
deteccdo em UV a 254 nm. O conjunto € constituido de desgaseificador, médulo de bomba
quaternéria, valvula de injecdo Rheodyne, modulo de forno e modulo de deteccdo UV,
equipado com coluna LUNA C18 100 A 5u, 250x4,6 mm 00G-4252-EQ.

O escore de aminodcidos foi calculado através da razdo entre os valores de
aminoacidos essenciais das dietas (mg/g) e valores padrao FAO/WHO. O PDCAAS foi
calculado multiplicando o valor do escore do aminoacido limitante pela digestibilidade
verdadeira, conforme Equagéo 7.

PDCAAS = Escore quimico x Digestibilidade verdadeira (7)
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4.2.9.4. Andlises bioquimicas do sangue

No momento da eutandsia por decapitacdo, aliquotas de sangue dos ratos foram
recolhidas em tubos de ensaio com anticoagulante EDTA para a realizacdo das andlises de
glicemia e colesterol total. O sangue foi centrifugado a 1000 g x 15 min a 4°C e o plasma
extraido foi congelado e armazenado a -18°C para posterior analise. Para a determinagdo de
glicemia e colesterol total foram utilizados Kits Liquiform da Labtest® e as concentragdes

medidas em analisador bioguimico LabMax 240.
4.2.9.5. Anélise estatistica da avaliacdo nutricional
Os resultados obtidos foram avaliados estatisticamente pelo programa Statistica 7.0

através da andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p < 0,05) para a compara¢do das

médias dos resultados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdo da farinha de arroz e da microalga Spirulina

A Tabela 6 apresenta a composicdo proximal da farinha de arroz e da microalga
Spirulina utilizadas na elaboragcdo dos pées. A composicdo proximal da farinha de arroz
utilizada no experimento se assemelha aquela encontrada em estudo sobre a caracterizacao
fisico-quimica e propriedades funcionais da farinha de arroz, onde Latorres e Salas-Mellado
(2011) obtiveram, em base umida, valores de umidade de 7,8%, proteina de 7,8%, lipidios de
0,5%, cinzas de 0,4% e carboidratos de 83,5%. Também Figueira (2010), em seu estudo sobre
a adicdo de Spirulina platensis em paes de farinha de arroz, obteve os mesmos resultados para
proteina (7,5%), lipidios (0,7%) e carboidratos calculado por diferenca (84%). O teor de
umidade da farinha foi maior ao encontrado neste estudo (7,4%), enquanto que o teor de
cinzas foi menor (0,2%).

Tabela 6 - Composicao proximal da farinha de arroz e microalga Spirulina seca moida
Caracteristicas (%) Farinha de arroz b.u.* Spirulina b.u.*  Spirulina b.s.*

Umidade 6,8 +0,24 12,9 +0,04 -

Cinzas 0,5 +0,03 10,6 +0,07 12,2 +0,07
Proteina 7,5 %0,02 46,2 £1,54 53,1 £1,77
Lipidios 0,7 0,01 8,9 0,96 10,2 +1,10
Carboidratos** 84,0 +0,27 21,4 +1,62 24,5 +1,84

*Média de trés repeticdes; **Obtido por diferenca

Segundo Miao e Wu (2004), a composicdo quimica da biomassa das microalgas é
determinada pela natureza de cada espécie algal, de fatores como a intensidade de luz,
temperatura, pH, nutrientes e concentracdo de CO,. De acordo com Habib et al. (2008), a
Spirulina teria a seguinte composi¢do quimica: proteinas de 50 a 70%, carboidratos de 15 a
25%, lipidios de 6 a 8%, minerais de 7 a 13% e fibras de 8 a 10%.

A microalga Spirulina apresentou teor proteico de 53,1%, valor semelhante ao
encontrado por Moreira et al. (2013) em seu estudo do valor nutricional da proteina desta
mesma cepa, onde obtiveram valores de 56% de proteina. Segundo Pelizer et al. (2003), o
valor proteico da Spirulina pode variar de 55% a 63,2%, dependendo das condigdes de
cultivo, que influenciam tanto a quantidade quanto a qualidade do perfil aminoacidico da
proteina. Barros (2010), estudando a producao de biomassa de Spirulina platensis, encontrou

teores de proteina que variaram de 49,3% e 60,6% em cultivos na fase exponencial e 10,4%
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na fase estacionaria. I1sso mostra que além das condicGes de cultivo, a fase de cultivo em que
se encontra a microalga também pode influenciar nos teores proteicos. Babadzhanov et al.
(2004), estudando a composi¢do quimica da Spirulina platensis obtiveram valor de 68% de
proteina.

Os teores de cinzas (12,2%) e lipidios (10,2%) encontrados foram superiores aqueles
encontrados por Donato et al. (2010), no uso da Spirulina platensis na recuperacdo de ratos
em ensaio biologico, que foram 7,5% e 3,3% respectivamente. Moreira et al. (2013)
encontraram valores inferiores aos obtidos neste estudo, de 9,5% para cinzas e de 7,4% para
lipidios. Babadzhanov et al. (2004) estudando a composi¢do quimica da Spirulina platensis,
obtiveram valor de 14,3% de lipidios, sendo bem superior ao encontrado neste estudo.

5.2. Respostas do delineamento experimental

5.2.1. Quantificacdo de grupos amino na massa fermentada

A Tabela 7 mostra a matriz do planejamento com valores reais e codificados das
variaveis independentes e a resposta quantidade de grupos amino livres.

Analisando os valores obtidos, observa-se que a variagdo na quantidade de grupos
amino livres foi de 0,21 a 0,65 pug/mg de massa. A enzima transglutaminase catalisa a reagao
entre grupos amino de residuos de lisina e residuos de glutamina formando liga¢cdes cruzadas
entre as proteinas. Desta forma, devido ao envolvimento dos grupos amino livres nas ligacdes
cruzadas, ocorre uma diminuicdo da quantidade destes grupos, podendo indicar que a

transglutaminase esta catalisando a reagdo de formacéo de ligacGes cruzadas.
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Tabela 7 - Matriz do delineamento central composto rotacional (DCCR) 23, com os
valores reais e codificados das variaveis e a resposta quantidade de grupos
amino livres na massa fermentada

Grupos amino

Ensaio Metilcelulose* Transglutaminase* Spirulina* Iivre_s
(%) (%) (%) (ug de serina/mg
de massa)
1 1,08 (-1) 0,36 (-1) 1,60 (-1) 0,21
2 1,92 (1) 0,36 (-1) 1,60 (-1) 0,22
3 1,08 (-1) 0,84 (1) 1,60 (-1) 0,40
4 1,92 (1) 0,84 (1) 1,60 (-1) 0,26
5 1,08 (-1) 0,36 (-1) 3,40 (1) 0,52
6 1,92 (1) 0,36 (-1) 3,40 (1) 0,55
7 1,08 (-1) 0,84 (1) 3,40 (1) 0,65
8 1,92 (1) 0,84 (1) 3,40 (1) 0,49
9 0,80 (-1,68) 0,60 ( 0) 2,50 ( 0) 0,53
10 2,20 (+1,68) 0,60 ( 0) 2,50 ( 0) 0,51
11 1,50 ( 0) 0,20 (-1,68) 2,50 (0) 0,62
12 1,50 ( 0) 1,00 (+1,68) 2,50 (0) 0,61
13 1,50 ( 0) 0,60 ( 0) 1,00 (-1,68) 0,21
14 1,50 ( 0) 0,60 ( 0) 4,00 (+1,68) 0,55
15 1,50 ( 0) 0,60 ( 0) 2,50 (0) 0,43
16 1,50 ( 0) 0,60 ( 0) 2,50 ( 0) 0,30
17 1,50 ( 0) 0,60 ( 0) 2,50 (0) 0,32

* (%) g de metilcelulose, transglutaminase e Spirulina / 100g de farinha de arroz

Os resultados da anélise da regressdao mostraram que o termo quadratico do teor de
transglutaminase e o termo linear do teor de Spirulina influenciaram significativamente
(p<0,10) na resposta quantidade de grupos amino livres na massa fermentada, pois a enzima
transglutaminase atua sobre as proteinas formando ligacdes cruzadas e reduzindo os grupos
amino livres.

A analise de variancia para a resposta quantidade de grupos amino livres,
considerando somente os termos significativos, esta apresentada na Tabela 8, mostrando o
coeficiente de correlacéo (R), o coeficiente de determinacdo (R?), os valores de F calculado e

tabelado e a relag@o Fcq/Fiap.
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Tabela 8 - Analise de variancia para o parametro quantidade de grupos amino livres na

massa fermentada
Fonte de
variagéo SQ GL MQ F calculado Ftabelado I:(:aI/Ftab
Regressao 0,2649 2 0,1324 16,97 2,73 6,21
Residuo 0,1094 14 0,0078
Total 0,3743 16

SQ=Soma quadratica; GL= Graus de liberdade; MQ= Média quadratica;R’=0,71; R=0,84

A andlise de variancia apresentou uma porcentagem de variacao explicada de 71% e o
valor da relacdo Fca/Ftap de 6,21, possibilitando estabelecer um modelo matematico preditivo.
A Equacdo 8 demonstra que a quantidade de transglutaminase e de Spirulina influenciaram

positivamente a resposta.

Grupos amino livres=0,38+0,07X,%+0,12X3 (8)

Onde:
Xa: transglutaminase

Xs: Spirulina

A Figura 5 representa a curva de contorno gerada a partir do modelo para a resposta
quantidade de grupos amino livres em fungdo da enzima transglutaminase e Spirulina. A
curva de contorno mostra que a quantidade de grupos amino foi menor quando foi utilizada a
menor concentracdo de Spirulina e teor de transglutaminase em torno de 0,6%, obtendo-se
0,2ug de grupos amino livre/g de massa. O aumento no teor de Spirulina aumenta a
quantidade de grupos amino livres, indicando que a enzima estd atuando mais sobre as
proteinas da farinha de arroz do que sobre as proteinas da microalga na formacéo de ligagdes
cruzadas.

Foi reportada, por Gujral e Rosell (2004), uma diminuigdo na quantidade de grupos
amino livres na massa de farinha de arroz tratada com teores de 0,5 a 1% de transglutaminase.
Também Figueira (2010) obteve menor quantidade de grupos amino livres (0,20 pg/mg) na
massa fermentada de pdo de farinha de arroz, quando usou maior teor de transglutaminase

(0,8%). No entanto, quando uma segunda fonte proteica esta envolvida na reacdo de
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catalisacdo pela enzima transglutaminase, dependendo do tipo de proteina, podem ocorrer
alteracdes na quantidade de grupos amino livres.

Figura 5 - Curva de contorno para a resposta grupos amino livres (ug/mg de massa) em
funcéo da concentracao de Spirulina e transglutaminase
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Marco e Rosell (2008b) estudando o efeito de diferentes isolados proteicos e
transglutaminase nas propriedades da farinha de arroz, obtiveram reducdo da quantidade de
grupos amino livres na massa de farinha de arroz com isolado de ervilha, soja e soro do leite,
mas, quando a enzima transglutaminase foi adicionada a massa de farinha de arroz com
isolado proteico da albumina do ovo, houve aumento na quantidade de grupos amino livres.

Segundo Matsumura et al. (1996), a formacdo de ligagdes cruzadas entre proteinas
pela acdo da transglutaminase é determinada pela estrutura molecular da proteina e da
acessibilidade da enzima aos residuos de lisina e glutamina.

A caréncia em aminoacidos sulfurados e lisina é caracteristico do perfil aminoacidico
de algas verdes azuis (JACOB-LOPES et al., 2006; VOLKMANN et al., 2008), como a
Spirulina. Desta forma, a escassez de lisina na amostra para a rea¢do poderia limitar a acdo da

enzima transglutaminase.
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5.2.2. Avaliacédo tecnoldgica dos paes

A matriz do planejamento com valores reais e codificados das varidveis e as respostas
volume especifico e firmeza do miolo dos pées podem ser visualizados na Tabela 9. Observa-
se que os valores de volume especifico dos paes apresentaram uma variacdo de 2,23 a 2,90

mL/g e os valores de firmeza do miolo apresentaram variagdo de 331,54 a 743,21 g-forca.

Tabela 9 — Valores de volume especifico e firmeza do miolo dos pées de farinha de arroz dos
ensaios do delineamento experimental

Ensaio Metilcelulose* Transglutaminase* Spirulina* VE** Firmeza

(%) (%) (%) (mL/g)  (g-forca)
1 1,08 (-1) 0,36 (-1) 1,60 (-1) 2,43 544,17
2 1,92 (1) 0,36 (-1) 1,60 (-1) 2,68 415,12
3 1,08 (-1) 0,84 (1) 1,60 (-1) 2,27 743,21
4 1,92 (1) 0,84 (1) 1,60 (-1) 2,72 376,81
5 1,08 (-1) 0,36 (-1) 3,40 ( 1) 2,62 531,35
6 1,92 (1) 0,36 (-1) 340(1) 2,90 401,94
7 1,08 (-1) 0,84 (1) 3,40 ( 1) 2,41 609,43
8 1,92 (1) 0,84 (1) 3,40 (1) 2,67 574,80
9 0,80 (-1,68) 0,60 ( 0) 2,50 ( 0) 2,23 694,02
10 2,20 (+1,68) 0,60 (0) 2,50 (0) 2,69 641,39
11 1,50 ( 0) 0,20 (-1,68) 2,50 ( 0) 2,80 331,54
12 1,50 ( 0) 1,00 (+1,68) 2,50 ( 0) 2,72 385,78
13 1,50 ( 0) 0,60 (0) 1,00 (-1,68) 2,59 452,11
14 1,50 ( 0) 0,60 ( 0) 4,00 (+1,68) 2,66 409,99
15 1,50 ( 0) 0,60 (0) 2,50 (0) 2,71 358,09
16 1,50 ( 0) 0,60 ( 0) 2,50 ( 0) 2,65 481,24
17 1,50 ( 0) 0,60 (0) 2,50 (0) 2,55 423,61

* (%) g de metilcelulose, transglutaminase e Spirulina / 100g de farinha de arroz; **VE: volume especifico
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5.2.2.1. Volume especifico

Pelos resultados da analise de regressdo, para o volume especifico, foram
significativos (p<0,10) os termos lineares das varidaveis metilcelulose, transglutaminase e
Spirulina e o termo quadréatico da variavel metilcelulose. Na Tabela 10, estdo apresentados 0s
resultados da analise de variancia com o coeficiente de correlacdo (R), o coeficiente de
determinagéo (R?), os valores de F calculado e tabelado e o valor da relacdo Fea/Fup para a

resposta volume especifico dos paes.

Tabela 10 - Andlise de variancia para a resposta volume especifico dos pées

Fonte de

variacio SQ GL MQ  Fcaculado  Ftabelado  Feal/Ftan
Regressao 0,4328 4 0,1082 16,90 2,48 6,81
Residuo 0,0768 14 0,0064

Total 0,5096 16

SQ=Soma quadratica; GL= Graus de liberdade; MQ= Média quadratica;R*=0,85; R=0,92

A andlise de variancia mostra que o valor da relacdo Fcy/Fiwp foi significativo e a
porcentagem de variacdo explicada pelo modelo foi de 85%. Isto possibilitou estabelecer um
modelo matematico preditivo, com as varidveis codificadas, que representa a resposta de
volume especifico dos pdes em funcdo das varidveis metilcelulose, transglutaminase e

Spirulina, como mostra a Equacéo 9.

Volume especifico = 2,67 + 0,15.X; — 0,07.X;% — 0,05.X; + 0,05.X3 (9)

Onde:
X1: metilcelulose
Xa: transglutaminase

Xs: Spirulina

De acordo com a equagdo do modelo, a varidvel concentracdo de transglutaminase
afetou negativamente o volume especifico, enquanto que as quantidades de metilcelulose e de

Spirulina influenciaram positivamente no aumento do volume especifico dos paes. Com base
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neste modelo matematico, na Figura 6, estdo representadas as curvas de contorno para a
resposta volume especifico dos pées.

A Figura 6 mostra que o volume especifico dos pdes foi maior quando foram
adicionadas concentracfes de Spirulina entre 3,4 e 4%, concentracdo de metilcelulose em
torno de 1,92 e teor de transglutaminase de 0,2%, obtendo-se um valor de 2,8 mL/g. Este
resultado nos mostra que o uso de hidrocoldides é importante em produtos livres de gluten,
porgue envolve a formacdo de uma rede tridimensional semelhante ao glaten. O hidrocoldide
metilcelulose contém grupos hidrofébicos que provocam o aumento da atividade interfacial
no sistema da massa durante a fermentacdo e a formacéo de rede de gel pelo aquecimento
durante o processo de panificacdo (LAZARIDOU et al., 2007).

Figura 6 - Curvas de contorno para o volume especifico (mL/g) em funcdo do teor de
Spirulina e metilcelulose (a), transglutaminase e metilcelulose (b) e Spirulina e
transglutaminase (c)
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Marco e Rosell (2008a) constataram um aumento no volume especifico de pées de

arroz com isolado proteico de soja quando foi adicionado HPMC na formulagdo. O aumento
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do volume especifico do pao pela adi¢do do hidrocol6ide pode ser devido a sua capacidade de
reter 4gua e também a formacdo de uma rede de gel durante o aquecimento no processo de
panificacdo. Esta rede ird aumentar a viscosidade e também dara mais resisténcia a massa para
a expansdo das células de gas. Como resultado, havera maior retencdo de gas durante o
cozimento, melhorando o volume do péo.

Figueira et al. (2011) observaram que a adicdo de Spirulina platensis até 4%, em base
a farinha de arroz, nao causou diferenca significativa no volume dos pées de farinha de arroz,
quando as concentracdes de hidrocol6ide e de transglutaminase foram de 2,0% e 0,5%,
respectivamente. Contrariamente, no presente estudo, 0 aumento da concentragao de Spirulina
afetou positivamente o volume especifico dos pdes. O aumento do volume especifico dos pdes
pelo incremento da concentracdo de Spirulina pode ser explicado pela acdo geleificante e
emulsificante de exopolissacarideos produzidos pelas cianobactérias. Estes polissacarideos
podem ser encontrados formando cépsulas ou como massa mucilaginosa ligada as células
(OTERO; VINCENZINI, 2003).

O aumento da concentracdo da transglutaminase provocou um efeito negativo no
volume especifico dos paes. Gujral e Rosell (2004) verificaram aumento de 46% no volume
especifico de pdo com farinha de arroz quando foi adicionado 1% de transglutaminase. No
entanto, Marco e Rosell (2008a), estudando o efeito da adic¢do individual de isolado proteico
de soja, HPMC e transglutaminase em pées de arroz, constataram que a adi¢cdo da enzima
transglutaminase ndo alterou o volume especifico de paes de arroz com isolado proteico de
soja e HPMC.

5.2.2.2. Firmeza do miolo

Pelos resultados da analise de regressdo para a firmeza do miolo, foram significativos
(p<0,10) os termos linear e quadratico da variavel teor de metilcelulose. Na Tabela 11 estdo
apresentados os resultados da analise de variancia com o coeficiente de correlacdo (R), 0
coeficiente de determinagéo (RZ), os valores de F calculado e tabelado e a relacdo Fca/Fiap

para a resposta firmeza do miolo dos paes.
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Tabela 11 - Andlise de variancia para a variavel firmeza do miolo dos paes

522;;3 SQ GL MQ  Fcaculado  Frabetado  Feal/Ftab
Regressao 160245,7 2 80122,85 13,00 2,73 4,76
Residuo 86260,9 14 6161,49

Total 246506,0 16

SQ=Soma quadratica; GL= Graus de liberdade; MQ= Média quadratica;R?=0,65; R=0,80

A Tabela 11 mostra que o valor da relacdo Fcq/Fip foi significativo (4,76), no entanto,
a porcentagem de variacdo explicada pelo modelo foi baixa (65%), concluindo entdo que o
modelo ndo se ajusta bem aos dados experimentais, portanto ndo foi possivel gerar a equacéo
do modelo e tampouco as curvas de contorno para a resposta firmeza do miolo dos paes.

Na Tabela 9, pode-se observar que a menor firmeza do miolo encontrada foi de 331,54
g-forga observada no ensaio 11 (1,50% de metilcelulose, 0,20% de transglutaminase e 2,50%
de Spirulina) e a maior firmeza foi de 743,21 g-forca no ensaio 3 (1,08% de metilcelulose,
0,84% de transglutaminase e 1,60% de Spirulina). Pode-se observar que o pdo de miolo mais
macio foi o que obteve o segundo maior volume especifico (2,80 mL/g), enquanto que o péo
de miolo mais firme foi aquele que apresentou o segundo menor volume especifico (2,27
mL/g). A firmeza do miolo dos pées estd relacionada com o seu volume especifico;
geralmente, paes com alto volume especifico apresentam miolo mais macio, enquanto que,
pdes de baixo volume especifico possuem miolo mais firme. Isso ocorre pela compactacdo do
miolo devido a maior ou menor formacgdo, expansao e retencdo de células de gas na massa

durante a fermentagdo e assamento do p&o.

5.2.2.3. Parametros de cor do miolo

A cor é o primeiro critério utilizado na aceitacdo ou rejeicdo do produto pelo
consumidor, por isso na inddstria de alimentos a cor € um atributo importante (Bobbio e
Bobbio, 1992). A Tabela 12 mostra a matriz do planejamento com os valores reais e
codificados das variaveis e das respostas luminosidade (L*), croma a*, croma b*, angulo Hue
(h°) e C* do miolo dos paes.

Analisando a Tabela 12, verifica-se que os valores obtidos para a luminosidade do
miolo variaram de 34,12 (ensaio 7) a 50,00 (ensaio 4); para o parametro croma a*, os valores
variaram de 2,38 (ensaio 13) a 4,27 (ensaio 8); no parametro croma b*, os valores variaram
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de 26,82 (ensaio 7) a 34,96 (ensaio 10); os valores encontrados para o h° (dngulo de matiz)

foram de 72,74° (ensaio 8) a 85,66° (ensaio 13); para a C* (saturagcdo ou cromaticidade),

houve variacao de 27,06 (ensaio 7) a 35,13 (ensaio 10).

Tabela 12 — Valores dos parametros de cor (L*, a*, b*, h° e C*) do miolo dos paes

Ensaio MC TG Spirulina L* a* b* h° Cc*
(%) (%) (%)
1 1,08 (-1) 0,36 (-1) 160(-1) 4125 262 30,05 8500 30,16
2 1,92 (1) 0,36 (-1) 160(-1) 4764 298 34,39 8504 34,52
3 1,08 (-1) 0,84 (1) 160(-1) 40,97 3,10 29,91 84,07 30,07
4 1,92 (1) 0,84 (1) 1,60 (-1) 50,00 2,90 34,68 8520 34,80
5 1,08 (-1) 0,36 (-1) 3,40 (1) 34,38 2,86 27,23 8388 27,31
6 1,92 (1) 0,36 (-1) 3,40 (1) 41,18 3,70 33,61 83,70 3381
7 1,08 (-1) 0,84 (1) 3,40 (1) 34,12 358 26,82 8240 27,06
8 1,92 (1) 0,84 (1) 3,40 (1) 40,77 427 3355 72,74 33,82
9 0,80 (-1,68) 0,60 ( 0) 2,50 (0) 34,70 3,25 27,19 83,19 27,39
10 2,20(+1,68) 0,60 (0) 2,50 (0) 46,58 3,44 3496 84,38 35,13
11 150(0) 0,20(-1,68) 2,50 (0) 39,25 2,67 30,46 8497 30,55
12 1,50 (0) 1,00(+1,68) 2,50 (0) 40,80 3,39 31,70 83,89 31,88
13 1,50 (0) 0,60(0) 1,00(-1,68) 49,36 2,38 31,42 8566 31,51
14 1,50 (0) 0,60 (0) 4,00(+1,68) 3513 2,56 28,79 84,92 2891
15 1,50 (0) 0,60 (0) 2,50 (0) 4153 3,34 3272 84,17 32,89
16 1,50 (0) 0,60 (0) 2,50 (0) 39,70 3,26 31,22 84,02 31,39
17 1,50 (0) 0,60 (0) 2,50 (0) 3511 3,14 28,64 83,72 2881

MC= metilcelulose; TG= transglutaminase; % de MC, TG e Spirulina em base a farinha de arroz

a) Luminosidade (L*) do miolo

Para se obter uma estimativa do escurecimento, a coordenada L* tem sido

frequentemente utilizada; assim, quanto maior seu valor, mais clara é a amostra e, portanto,

menor é o escurecimento. Segundo Cohen e Jackix (2005), os valores de L* variam de 0

(preto) a 100 (branco) e normalmente valores abaixo de 50 (L*<50) séo consideradas cores

escuras.
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A andlise da regressdo dos valores de luminosidade do miolo mostrou que foram
significativos (p<0,10) o termos lineares das varidveis teor de metilcelulose e de Spirulina e o
termo quadratico da Spirulina. A Tabela 13 mostra os resultados da analise de variancia com
o coeficiente de correlacdo (R), o coeficiente de determinacgio (R?), os valores de F calculado

e tabelado e a relacéo Fea/Frap para a resposta luminosidade do miolo dos pées.

Tabela 13 - Analise de variancia para a variavel luminosidade do miolo dos pées

\Ij;)':gaggg SQ GL MQ  Fcaculado  Frabelado  Feal/Frap
Regressao 395,92 3 131,97 50,37 2,56 19,67
Residuo 34,09 13 2,62

Total 430,01 16

SQ=Soma quadratica; GL= Graus de liberdade; MQ= Média quadratica; R°=0,92; R=0,96

O valor da relagdo Fcu/Fip foi significativo (19,67) e a porcentagem de variagao
explicada pelo modelo foi alta (92%). Assim as variaveis independentes apresentaram efeito
significativo sobre os valores de luminosidade do miolo, possibilitando estabelecer um
modelo matematico preditivo, dentro das condicGes de estudo.

O modelo matematico com as variaveis codificadas que representa as respostas de
luminosidade do miolo dos paes em funcdo das variaveis metilcelulose e Spirulina, esta

representado na Equacéo 10.

L* do miolo=39,93+3,57X; - 3,90X3+0,99X5> (10)

Onde:
Xi: teor de metilcelulose

Xs: teor de Spirulina

De acordo com os resultados apresentados nas curvas de contorno da Figura 7, o
aumento da luminosidade do miolo foi decorrente do aumento do teor de metilcelulose e
diminuicdo do teor de Spirulina. Assim, maiores quantidades de metilcelulose e menores

quantidades de Spirulina tornam o miolo do péo de farinha de arroz mais claro.
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Figura 7 - Curvas de contorno para a luminosidade do miolo em funcéo do teor de Spirulina

e de metilcelulose (a), de transglutaminase e de metilcelulose (b) e de Spirulina e
transglutaminase (c)
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A adigdo progressiva de Spirulina causa uma diminuicdo da luminosidade, ou seja,
torna o miolo do pdo mais escuro, devido a cor verde escura da microalga. Figueira et al.
(2011) também obtiveram reduc¢do da luminosidade do miolo com o aumento da concentracéo
de Spirulina adicionada. O aumento da concentragdo de metilcelulose afeta a luminosidade
dos pées tornando-os mais claros provavelmente devido a melhor retencdo do oxigénio no

interior da massa durante o amassamento, tornando mais fina e uniforme a distribui¢do das
celulas do miolo.

b) Croma a* do miolo

Observando a Tabela 12, nota-se que os valores encontrados para a resposta croma a*
do miolo sdo positivos, variando de 2,38 (ensaio 13) a 4,27 (ensaio 8). Através da analise da
regressdo foi verificado que os termos lineares das variaveis teor de transglutaminase e de

Spirulina e o termo quadratico do teor de Spirulina foram estatisticamente significativos ao
nivel de 10%.
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A Tabela 14 mostra a analise da variancia para a resposta croma a* do miolo dos pées
com o coeficiente de correlacdo (R), o coeficiente de determinagdo (R?), os valores de F

calculado e tabelado e a relagéo Fca/Fab para a resposta a* do miolo dos paes.

Tabela 14 - Andlise de variancia para a variavel a* do miolo dos paes

Fonte de

variago SQ GL MQ  Fcaculado  Ftavetado  Fea/Fran
Regressao 2,0000 3 0,6666 5,48 2,56 2,14
Residuo 1,5817 13 0,1216

Total 3,5765 16

SQ=Soma quadratica; GL= Graus de liberdade; MQ= Média quadratica;R?=0,56; R=0,74

Os valores obtidos apresentaram baixa porcentagem da variagéo explicada (R>=56%) e
baixa relacdo Fcqc/Frap, portanto, o modelo nao é significativo nem preditivo. Assim nao foi
possivel estabelecer uma equacdo do modelo, tampouco as curvas de contorno.

Os valores apresentados na Tabela 12 para o pardmetro a* do miolo demonstram que a
cor obtida € avermelhada tendendo a neutralidade, uma vez que o C* se aproxima do zero.

Normalmente, paes elaborados com a microalga Spirulina tendem a ser verdes devido
a cor verde-azulada caracteristica das cianobactérias. Esta cor caracteristica origina-se dos
pigmentos ficocianinas que possuem coloracdo azul, juntamente com a clorofila a, que possui
coloracdo verde (MINKOVA et al., 2003). Figueira (2010) produziu pdes com concentracdes
de 2 a 5 % de Spirulina platensis e obteve pdes com croma a* do miolo de -8,16 a -5,67
respectivamente, indicando que os pées eram esverdeados, diferente dos obtidos neste estudo .

Segundo Schoefs (2002), as clorofilas sdo relativamente instaveis e sensiveis a luz,
aquecimento, oxigénio e a degradagdo quimica. A perda de cor durante 0 armazenamento sob
congelamento é atribuida ao desvanecimento da cor verde vivida da clorofilaa a uma cor
marrom azeitona, caracteristica da feofitina (HEATON; MARANGONI, 1996). Assim, é
provavel que durante os processos de obtencdo da microalga seca e moida ou da coc¢do dos
pdes tenha ocorrido uma degradagdo dos pigmentos responsaveis pela cor caracteristica da

microalga.
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¢) Croma b* do miolo

Na Tabela 12, observa-se que os valores da resposta b* do miolo sdo positivos e
variaram de 26,82 (ensaio 7) a 34,96 (ensaio 10), portanto, correspondem a cor amarela. A
analise da regressdo mostrou que os termos lineares das varidveis teor de metilcelulose e de
Spirulina foram estatisticamente significativos (p<0,10).

A Tabela 15 apresenta os resultados da analise de variancia com o coeficiente de
correlagdo (R), o coeficiente de determinacio (R?), os valores de F (calculado e tabelado) e a

relacdo Fcac/Fiap para a resposta b* do miolo dos pées.

Tabela 15 - Andlise de variancia para a variavel b* do miolo dos pées

\Ij;)rnigaggg SQ GL MQ  Fcaculado  Frabelado  Feal/Ftab
Regresséo 102,02 2 51,01 49,04 2,73 17,96
Residuo 14,58 14 1,04

Total 116,60 16

SQ=Soma quadratica; GL= Graus de liberdade; MQ= Média quadratica;R°=0,87; R=0,93

Pela Tabela 15, observa-se que o valor da relacdo Fcqc/Frap foi significativo (17,96) e o
coeficiente de determinacio (R?) foi de 87%. Portanto as variaveis independentes
apresentaram um efeito significativo sobre os valores de b* do miolo, possibilitando
estabelecer um modelo matematico preditivo.

O modelo matematico com as variaveis codificadas que representam as respostas de
b* do miolo dos pées em funcdo das variaveis metilcelulose e Spirulina esté representado na

Equacéo 11.

Croma b* do miolo=31,02+2,58X;-0,89X3 (11)

Onde:
X1: teor de metilcelulose

X3: teor de Spirulina

A partir do modelo matematico foi possivel gerar as curvas de contorno apresentadas

na Figura 8.
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Figura 8 - Curvas de contorno para a coordenada b* do miolo em funcéo do teor de Spirulina

e metilcelulose (a), transglutaminase e metilcelulose (b) Spirulina e
transglutaminase (c)
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Como mostram as curvas de contorno da Figura 8, quanto maior o nivel de
metilcelulose, mais amarelada a cor do miolo dos pées, enquanto que quanto maior o teor de
Spirulina, menos amarelado o miolo.

Figueira (2010) obteve valores de 11,48 a 14,66 para a variavel b* do miolo de pées de
farinha de arroz adicionados de Spirulina platensis em concentracbes de 5% e 2%
respectivamente. Estes valores sdo bem inferiores aos encontrados no presente estudo, no
entanto, a adigcdo de Spirulina afeta da mesma forma a intensidade do amarelo.

A ficocianina é o pigmento fotossintético de maior concentracdo na microalga
Spirulina platensis, constituindo até 20% do peso seco da proteina celular (SILVEIRA et al.,
2007). Segundo estudos sobre a extracdo da ficocianina da microalga Spirulina platensis, o
pigmento é afetado por altas temperaturas, perdendo sua cor caracteristica (SARADA,;
PILLAI; RAVISHANKAR, 1999). Pelos valores apresentados neste estudo, o0 miolo dos pées
tendeu mais a coloracdo amarela, talvez devido a algum processo de degradagdo da

ficocianina durante os processos de obtencéo da Spirulina seca e moida.
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d) Angulo de matiz (h°) do miolo

Pode-se observar na Tabela 12, que os valores encontrados para a resposta h° do miolo
dos pées ficaram entre 72,74° (ensaio 8) e 85,66° (ensaio 13).

Foi verificado através da analise da regressdo que os termos lineares das varidveis teor
de transglutaminase e de Spirulina e o termo quadratico do teor de Spirulina foram
estatisticamente significativos ao nivel de 10% para a resposta angulo de matiz.

A Tabela 16 mostra a anéalise de variancia para a resposta h® do miolo dos pédes com o
coeficiente de correlacéo (R), o coeficiente de determinacdo (R?), os valores de F calculado e
tabelado e a relagéo Fcq/Fap para a resposta angulo de matiz do miolo dos pées.

Tabela 16 - Anélise de variancia para a variavel h® do miolo dos pées

\Ijgpifggg SQ GL MQ  Fcaculado  Ftabelado  Feal/Ftab
Regressao 8,2674 3 2,7558 7,96 2,56 3,11
Residuo 4,4970 13 0,3459

Total 12,7645 16

SQ=Soma quadratica; GL= Graus de liberdade; MQ= Média quadratica;R*=0,65; R=0,80

O valor da relacdo F.y/Fip foi significativo, no entanto, a porcentagem da variagao
explicada (R°=65%) foi ndo significativa. Assim néo foi possivel estabelecer uma equacéo do
modelo nem as curvas de contorno.

Os resultados obtidos para o angulo de matiz indicaram que a cor do miolo dos pées é
amarela avermelhada, j& que os valores encontrados ficam entre os angulos 0°(vermelho) e
90° (amarelo). O angulo de matiz, indica a dominancia de alguma tonalidade na cor, sendo
resultante das coordenadas a* e b*. Desse modo, o angulo de matiz apresentou
comportamento semelhante ao croma b*, devido ao seu maior valor em relagéo ao croma a*.

Figueira (2010) encontrou valores de 119,53° a 116,28° de angulo de matiz do miolo
de pées de farinha de arroz adicionados de Spirulina platensis nas concentragdes de 2% a 5%.
Os resultados obtidos por esse autor também correspondem a coloragcdo amarela, pois estdo

mais proximos do angulo de 90°.
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e) Saturacdo ou Cromaticidade (C*) do miolo

Na Tabela 12, estdo apresentados os valores obtidos para a resposta C* do miolo que
variaram de 27,06 (ensaio 7) a 35,13 (ensaio 10). Através dos resultados da analise da
regressao foi verificado que apenas os termos lineares do teor de metilcelulose e de Spirulina
foram significativos ao nivel de 10% para esta resposta.

A analise de variancia apresentada na Tabela 17 mostra o coeficiente de determinacao
(R?) e o coeficiente de correlacdo (R), os valores de F calculado e tabelado e a relagdo Fea/Fn

para a variavel cromaticidade do miolo dos pées.

Tabela 17 - Anélise de variancia para a variavel C* do miolo dos pées

Fonte de

variacio SQ GL MQ  Fcaculado  Ftavetado  Fea/Fran
Regressao 102,01 2 51,00 47,66 2,73 17,46
Residuo 15,05 14 1,07

Total 117,06 16

SQ=Soma quadratica; GL= Graus de liberdade; MQ= Média quadratica;R*=0,87; R=0,93

Pelos resultados da analise de variancia pode-se observar que o valor da relacdo
Feal/Frap (17,46) e o0 coeficiente de determinacdo (87%) foram significativos; assim, pode-se
chegar a um modelo matematico preditivo e gerar as curvas de contorno para a resposta C* do
miolo. O modelo mateméatico com as variaveis codificadas que representa a resposta em

funcdo das variaveis metilcelulose e Spirulina esta representado na Equacéo 12.

Cromaticidade do miolo=31,17+2,59X3-0,87X3 (12)

Onde:
X1: metilcelulose
Xs: Spirulina LEB 18

De acordo com as curvas de contorno para a variavel C* do miolo, apresentadas na
Figura 9, quanto maior o teor de metilcelulose e menor o de Spirulina mais a cor do miolo se

distancia do cinza e se aproxima da cor pura amarela.
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A saturacdo ou cromaticidade é o desvio a partir do ponto correspondente ao cinza no

eixo L ou de luminosidade. Quanto mais distante do eixo, mais saturada sera a cor.

Figura 9 - Curvas de contorno para a variavel C* do miolo em funcéo do teor de Spirulina e

metilcelulose (a), transglutaminase e metilcelulose (b) e Spirulina e
transglutaminase (c)
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Figueira (2010) mostrou que, com o0 aumento da concentracdo de Spirulina adicionada

aos paes, houve reducdo do valor de cromaticidade do miolo. O mesmo ocorreu no presente

trabalho; enquanto que o aumento da concentracdo de metilcelulose aumentou os valores de

C*, fazendo com que a cor amarela fiqgue mais saturada, se aproximando da cor pura.

Estes resultados corroboram aos encontrados para o parametro b* do miolo, mostrando

que as variaveis metilcelulose e Spirulina afetam da mesma forma os dois parametros. E

assim, como nos demais pardmetros de cor, os resultados foram influenciados pela
degradacéo da cor verde-azulada da microalga.
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5.3. Microscopia eletrdnica de varredura da massa fermentada dos pées

A estrutura da massa dos paes A, B e C de farinha de arroz, apos a 22 fermentacao, foi
observada por microscopia eletrénica de varredura (MEV).

Na literatura ndo foram encontrados estudos sobre a estrutura de massa fermentada de
pées de farinha de arroz, tampouco utilizando a adi¢édo de metilcelulose, transglutaminase e
Spirulina. No entanto, alguns autores estudaram a microestrutura de farinhas de arroz e trigo.

Roman-Gutiérrez, Guilbert e Cuq (2002) estudaram as mudancas na microestrutura na
farinha de trigo e de seus componentes durante a hidratacdo usando a microscopia eletrénica
de varredura. Estes autores observaram que os granulos de amido ndo parecem perder a sua
estrutura granular durante a hidratacdo e que 0s outros componentes (gluten, pentosanas)
parecem formar (depois de 10 a 15 minutos), uma fase homogénea, mais ou menos aquosa,
com moléculas parcialmente solubilizadas. No presente estudo também foram observados
granulos de amido intactos e imersos em uma substancia homogénea e densa (Figura 10).

Marco e Rosell (2008a) utilizaram a microscopia eletronica de varredura (MEV) com
0 objetivo de observar o efeito da adicdo de proteina isolada de soja, HPMC e
transglutaminase na microestrutura do miolo do pao de arroz. O miolo de pao de farinha de
arroz apresentou uma matriz proteica interrompida, apresentando uma estrutura densa.
Quando a transglutaminase foi adicionada, a estrutura do miolo parecia menos desagregada. O
miolo do pdo de farinha de arroz contendo HPMC e transglutaminase apresentou a melhor
estrutura, mostrando ser mais arejada e comparando-se com a estrutura de um péo de trigo.

Como mostra a Figura 10, as estruturas da massa fermentada dos pdes de farinha de
arroz se assemelham a uma rede de gel, com os granulos de amido imersos nessa estrutura. As
imagens das massas dos pédes A e B sdo muito semelhantes e mostram uma estrutura de rede
mais aberta e com estruturas fibrilares, enquanto que a imagem da massa do pao C parece
mais compactada, sem estruturas fibrilares, talvez pela maior quantidade de ligacdes cruzadas
provocadas pela acdo da enzima transglutaminase e menor presenca de proteinas da Spirulina.
Também ¢é possivel haver uma influéncia da Spirulina, ja que as massas dos pdes A e B
possuem 0 mesmo teor da microalga (4%) e a mesma quantidade de enzima transglutaminase
(0,2%).
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Figura 100 - Microscopia eletronica de varredura da massa fermentada do pdo A (2,2%
metilcelulose, 0,2% transglutaminase; 4,0% Spirulina); pdo B (1,5%
metilcelulose, 0,2% transglutaminase; 4,0% Spirulina) e pdo C (2,2%
metilcelulose, 0,6% transglutaminase; 1,0% Spirulina) (lado esquerdo:x400;

lado direito: x1000)
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Marco e Rosell (2008c) também observaram uma massa mais compactada quando foi
adicionada a enzima transglutaminase a 1% em uma massa de farinha de arroz. No entanto, a
Figura 11 mostra pequena diferenca entre as estruturas das massas fermentada do pdo C com
enzima transglutaminase (1) e sem a enzima transglutaminase (2).

A massa fermentada com a enzima transglutaminase (1) mostra mais ligacdes entre 0s

granulos de amido, enquanto que a massa sem a enzima (2) mostra uma estrutura mais densa.

Figura 111 - Microscopia eletronica de varredura da massa fermentada do pdo C com
transglutaminase (1) e sem transglutaminase (2) (lado esquerdo:x400; lado
direito: x1000)

Possivelmente a maior diferenca entre as estruturas das massas dos pdes A e B
comparadas com o pdo C (Figura 10) se deva a quantidade de Spirulina adicionada,
mostrando uma estrutura mais aberta das massas dos paes A e B.

A Figura 12 mostra a microestrutura, obtida por microscopia eletrénica de varredura,

de massas fermentadas de um pédo B e de um pao B sem Spirulina.
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Figura 122 - Microscopia eletronica de varredura da massa fermentada do pdo B (B) e pdo B
sem Spirulina (BSS) (lado esquerdo:x400; lado direito: x1000)
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As imagens da Figura 12 mostraram diferencas entre as estruturas dos pdes B com e
sem Spirulina, confirmando que a microalga produziu mudancas significativas na estrutura da
massa fermentada dos pées de arroz, torno-a mais aberta e formando fibras, enquanto que a

massa sem a Spirulina apresenta uma estrutura densa e compacta.

5.4. Avaliacao tecnoldgica e composicdo proximal dos paes A, B e C de farinha de

arroz

A selecdo das concentracGes de Spirulina e metilcelulose adicionadas nos pées A e B,
foi baseada nas respostas de volume especifico e firmeza do miolo dos paes, uma vez que
maiores concentragOes de Spirulina (4%) e teores de 1,5 a 2,2% de metilcelulose aumentaram
o volume especifico e reduziram a firmeza do miolo. A quantidade de transglutaminase foi
mantida no menor nivel (0,2%), sendo que a enzima afetou negativamente o volume
especifico dos paes. Em funcdo do resultado de quantidade de grupos amino livres na massa
fermentada, as concentragdes de Spirulina e transglutaminase adicionadas ao pao C foram de
1% e 0,6% respectivamente.

A Tabela 18 apresenta os resultados da avaliacdo tecnolégica e composicdo proximal

dos pdes A, B e C de farinha de arroz, que foram elaborados utilizando as melhores
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combinagcbes de metilcelulose, transglutaminase e Spirulina, segundo as respostas do
planejamento experimental.

Os valores de volume especifico dos pédes B e C foram maiores do que os resultados
obtidos no planejamento experimental e bem superiores aqueles encontrados por outros

autores para pées livres de gluten.

Tabela 18 - Caracteristicas tecnoldgicas e composicao proximal de paes A, B e C de farinha

de arroz
Caracteristicas Péao A Pédo B Péo C
Volume especifico (mL/g) 2,93° +0,07 3,10 +0,08 3,03* +0,02
Firmeza (g-forca) 436,39 +31,83 326,55° +39,80 316,25" +42,05
L* miolo 34,59° +2 53 33,89° +1,03 53,21% +0,83
a* miolo 2,14% +0,80 2,53 +0,06 1,72% +0,22
b* miolo 28,11° +0,80 27,72° 0,61 32,272 +0,49
Umidade (%) 45,7% +0,59 45,0% +0,36 45,4% +0,53
Cinzas* (%) 2,6% +0,05 2,5% +0,02 2,3° +0,07
Proteina* (%) 8,6% +0,35 8,7% +0,29 7,2° 40,11
Lipidios* (%) 4,7* 0,50 4,2* 0,13 4.4* 0,23
Carboidratos* (%) 84,1 +0,89 84,6 +0,43 86,0* +0,36

Letras distintas em uma mesma linha indicam diferenca significativa entre nas caracteristicas dos pées pelo teste
de Tukey (p<0,05); *Base seca; Pdo A: 2,2% metilcelulose, 0,2% transglutaminase, 4,0% Spirulina; Pao B: 1,5%
metilcelulose, 0,2% transglutaminase, 4,0% Spirulina; Pdo C: 2,2% metilcelulose, 0,6% transglutaminase, 1,0%
Spirulina

Storck et al. (2009) obtiveram valores de 1,64 a 1,74 mL/g de volume especifico de
pdes de farinha de arroz usando de 0 a 1,5% de transglutaminase e 1% de goma xantana,
enquanto que Pereira et al. (2009) encontraram valores bem inferiores quando testaram niveis
de substituicdo da farinha de trigo por farinha de arroz; pées de farinha de arroz com 1% de
goma xantana e 1% de transglutaminase alcancaram valores de 1,25 mL/g de volume
especifico. Estudando os efeitos de isolados proteicos e transglutaminase na preparacdo de
pdo de arroz livre de glaten, Shin, Gang e Song (2010) encontraram volume especifico de
1,76 mL/g para pées de farinha de arroz com transglutaminase e quando foi adicionado um
isolado proteico de soja, 0 volume aumentou para 1,93 mL/g.

Figueira (2010) em estudo sobre a elaboragéo de pdes de farinha de arroz usou teores
fixos de 2% de HPMC e 0,5% da enzima transglutaminase e quando foi adicionada 2 e 4 % de
Spirulina platensis, o volume especifico foi de 3,03 mL/g e 3,10 mL/g, respectivamente.
Estes valores foram 0s mesmos obtidos para os pées C e B respectivamente, confirmando os
resultados de Figueira (2010) para o volume especifico dos pdes. O uso de metilcelulose,
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transglutaminase e Spirulina nas concentracGes usadas para os paes A, B e C ¢ eficaz para
produzir pées de farinha de arroz de bom volume especifico.

O péo C foi 0 que apresentou a menor firmeza do miolo (316,25 g-forca); isso se deve
ao fato de que os teores de transglutaminase (0,6%) e Spirulina (1%) foram adequados para
promover maior quantidade de liga¢6es cruzadas como jé havia sido confirmado pela resposta
quantidade de grupos amino livres no planejamento experimental.

Em seu estudo sobre pédes de farinha de arroz, Figueira (2010) obteve resultado
semelhante para a firmeza do miolo de paes com 2% de HPMC e 0,5% de transglutaminase e
2% de Spirulina platensis, 308,48 g-forca, enquanto que o pdo com 4% de Spirulina platensis
apresentou o valor de 277,39 g-forga, resultado este, bem inferior ao encontrado para os pées
A e B. O pdo A e o pao B tiveram valores de firmeza do miolo significativamente diferentes
entre si, sendo o teor de metilcelulose a diferenca entre eles, pode-se dizer que o aumento da
quantidade do hidrocoldide aumentou a firmeza do miolo do péo A.

Nas Figuras 13 e 14, sdo apresentadas fotografias dos paes A, B e C de farinha de

arroz.

Figura 133 - Fotografias das fatias dos paes A, B e C de farinha de arroz

A B C

Os valores de luminosidade (L*) do miolo dos péaes A e B se assemelham ao valor de
33,57 que foi encontrado por Figueira (2010) para os pdes com 4% de Spirulina, enquanto
que o pédo C apresentou valor mais alto indicando que a reducgéo da concentracdo de Spirulina
torna o pao mais claro. Os valores dos cromas a* e b* encontrados, indicam cor no intervalo
do vermelho e amarelo, respectivamente, portanto os pdes ndo apresentaram cor verde-
azulada caracteristica da microalga Spirulina. Quando a concentragdo de Spirulina é reduzida,
como ocorreu no pao C, ocorre um aumento do amarelo e reducdo do vermelho. Como ja foi
mencionado na discussdo dos resultados do planejamento, a alteragdo de cor ocorreu
possivelmente por uma degradacdo dos pigmentos verde azulados da Spirulina durante o
processamento dos paes.
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Né&o houve diferenca significativa (p>0,05) nos teores de umidade dos paes, estando
dentro da normalidade para pées de farinha de arroz. Segundo El-Dash, Cabral e Germani
(1994), os valores de umidade s@o maiores nos paes sem gluten do que no pao de trigo
tradicional porque a quantidade de &gua necessaria para dar a consisténcia ideal a massa é
maior que no pdo de trigo, onde normalmente adiciona-se de 55 a 65% de agua. Vallejos
(2013) obteve valores de umidade do miolo dos pées de farinha de arroz de 52,3 a 54,6%,
enquanto que, Figueira (2010) encontrou valores de 49,1 a 51,6% de umidade do miolo dos

pées de farinha de arroz com Spirulina platensis.

Figura 144 - Fotografias dos pdes A, B e C de farinha de arroz

A B

Os teores de cinzas e proteinas do Pao C foram significativamente menores do que 0s
dos Pées A e B, pois estes apresentam maior teor de Spirulina adicionada.

Figueira (2010) obteve 9,2% de proteina no pdo com 4% de Spirulina platensis e 7,8%
no pao com 2% de Spirulina platensis. Em seu trabalho sobre desenvolvimento de “sonho” de
mandioca enriquecido com Spirulina platensis, Rabelo et al. (2013), encontraram valores
proteicos de 7,2 a 12,1% para “sonhos” enriquecidos com 2,5 a 5,5% da microalga,
respectivamente.

Varios estudos tém demonstrado que a microalga Spirulina platensis possui elevado
teor proteico e de minerais (AMBROSI et al., 2008; HABIB et al., 2008; MISURCOVA et
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al., 2010), podendo ocorrer uma variacdo dos percentuais de proteinas dependendo das
condicdes de cultivo da microalga e composicdo do meio (OLIVEIRA et al., 1999; SANTOS
et al., 2003). Portanto, os teores de cinzas e proteina nos produtos elaborados com Spirulina
dependerdo ndo somente da quantidade de microalga adicionada, mas também dos teores de
minerais e proteina presente na microalga. No presente estudo, houve um aumento
aproximado de 20% no teor proteico dos pdes A e B, com 4% de Spirulina, quando

comparado com o péo C.

5.5. Avaliagdo sensorial dos pées A, B e C de farinha de arroz

Os resultados do teste de preferéncia dos julgadores pelos paes de farinha de arroz

estdo apresentados na Tabela 19.

Tabela 19 - Resultado do teste de ordenacdo-preferéncia dos pées de farinha de arroz

Paes Pontuacao*
A 94%
B 115°
C 91°

* Menores valores de pontuacdo indicam maior preferéncia aos pdes; Letras distintas na mesma coluna
indicam diferenca significativa pelo teste de Friedman

Os resultados do teste de ordenacao-preferéncia dos pées de farinha de arroz mostram
que a preferéncia dos julgadores foi pelo pdo C, com o menor teor de Spirulina. Esta resposta
pode indicar uma maior preferéncia do pdo C devido a cor mais clara e a maior maciez do
miolo, no entanto, ndo houve diferenca significativa comparada ao pao A, que além de possuir
cor mais escura também obteve o maior valor de firmeza do miolo.

Apenas entre o pdo B e C houve diferenca estatisticamente significativa. Alguns
julgadores, em suas observacOes, fizeram referéncia ao sabor semelhante entre os pées, a
textura diferenciada do pao B e a cor diferente do pdo C comparado com os demais.

Figueira (2010), em seu trabalho sobre producdo do pdo sem glaten enriquecido com
Spirulina platensis, avaliou a preferéncia entre paes de farinha de arroz com 3% e 5% de
Spirulina através de um teste de comparacdo pareada e nao encontrou diferengas
significativas entre os pées.

Segundo Bobbio e Bobbio (1992), o consumo de um alimento depende, em primeira
instancia, da sua cor e do seu aspecto, pois quando um consumidor entra em contato com o

alimento, a cor e a aparéncia sdo as primeiras sensacdes que o atingem. A textura também &



85

uma propriedade importante dos produtos de panificacdo, pois esta relacionada com o frescor
do péo.
A Figura 15 mostra um grafico de colunas representando os percentuais de preferéncia

entre os julgadores.

Figura 155 — Percentual* de preferéncia dos paes A, Be C

38% 40%

Pio A Pao B Pao C

* Total de 50 julgadores

Os resultados mostraram que dos 50 julgadores participantes, 40% preferiram o péo C,
38% 0 péo A e apenas 22% preferiram o péo B.

5.6. Avaliacao nutricional dos paes de farinha de arroz adicionados de Spirulina

5.6.1. Composicdo proximal das dietas

Conforme mostra a Tabela 20, as dietas apresentaram diferencas significativas em sua
composicdo. As diferencas de umidade encontradas entre as dietas provavelmente ocorreram
devido a secagem ter sido feita em diferentes lotes. O teor proteico das dietas ficou acima
daquele definido devido a utilizacdo do farelo de trigo como fibra para a dieta. O farelo
utilizado possuia um teor maior que 1% de proteina, o que pode ser confirmado pelo teor

proteico de 1,5% encontrado na dieta aproteica.
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Tabela 20 - Composicdo proximal das dietas Controle, Aproteica, PA (pdo de arroz) PAS
(pdo de arroz com Spirulina)

Caracteristicas (%) Dietas*

Controle Aproteica PA PAS
Umidade 10,9 +0,15? 9,2 +0,14° 9,6 +0,25>° 10,1 +0,46°
Proteina 11,7 +0,15° 1,5 +0,04¢ 12,3 +0,01° 12,7 +0,01°
Extrato Etéreo 6,4 +0,10° 7,0 +0,02° 7,7 +0,07° 8,5 +0,19°
Cinzas 2,6 +0,05° 2,4 +0,04° 3,2 +0,03° 3,140,01°

*Meédia de 3 repeticOes + desvio padrdo; Letras distintas em uma mesma linha indicam diferenga significativa
entre as dietas pelo teste de Tukey (p<0,05)

As dietas controle e de pdo de arroz com Spirulina (PAS) apresentaram valores de
lipidios fora do esperado, ja que o teor de 6leo adicionado nas dietas foi calculado para 7%.
As dietas apresentaram teor de cinzas inferior ao esperado segundo a formulagéo, pois a elas

foi adicionado 3,5% de mistura de minerais.

5.6.2. Indicadores bioldgicos

Os pesos iniciais dos ratos (Tabela 21) dentro de todos os grupos alimentados com as
dietas ndo diferiram estatisticamente entre si (p>0,05), mostrando uniformidade entre os

grupos.

Tabela 21 - Respostas ponderais e nutricionais de ratos Wistar alimentados com dieta C
(controle), A (aproteica), PA (pdo de arroz) e PAS (pdo B de arroz com
Spirulina), durante 14 dias de experimento

K Dietas
Parametros

C A PA PAS
Peso inicial (g)* 63,18 £10,77* 65,08+13,16° 64,30 +3,60% 66,44 +8,112
Peso final () 128,00 +19,64° 56,53+10,18"° 135,54 +6,37% 139,22 +14,99°
Ganho de peso (g) 64,82 +14,65° - 71,24 +4,08° 72,78 £9,14°

Consumo de dieta (g) 172,19 +26,69° 83,25+16,05° 167,33 +13,01* 173,30 +24,20°
Consumo de proteina (g) 20,23 +3,14° 1,30+0,25" 20,55 1,60 22,01 £3,07°

CEA 0,37 +0,04% - 0,43 +0,03 0,42 0,02
NPR 3,62 +0,31° ; 3,90 +0,24° 3,71 40,17
DA(%) 93,6+1,44 : 84,4 +4,19° 83,8 +1,24°
DV(%) 96,1+1,55% ; 86,5 +4,10° 85,7+1,21"

CEA: coeficiente de eficiéncia alimentar; NPR: razdo proteica liquida, DA:digestibilidade aparente, DV:
digestibilidade verdadeira; Médias dos grupos de 6 ratos +desvio padrdo; Letras distintas em uma mesma linha
indicam diferenca significativa entre as dietas pelo teste de Tukey (p<0,05); *Ap06s 3 dias de adaptacdo
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Os resultados de ganho de peso dos grupos experimentais (Figura 16) mostram que as
dietas pdo de arroz (PA) e pdo de arroz com Spirulina (PAS) foram eficientes para o
desenvolvimento dos ratos, uma vez que ndo diferiram (p>0,05) dos resultados da dieta
controle. Moreira et al. (2013) em estudo sobre o uso de diferentes concentracbes de
Spirulina em dietas para recuperacdo nutricional de ratos, também n&o observaram diferenca

no ganho de peso entre as dietas experimentais e controle.

Figura 16 - Ganho de peso dos ratos (média do grupo de 6 animais) dos grupos Controle, PA
(pdo de arroz) e PAS (pao de arroz com Spirulina) durante 14 dias de experimento

—o—Controle
—i—PA
PAS

Peso (g)
100

0 3 6 9 12 15 18
Tempo (dias)

O consumo de dieta e de proteina pelos grupos alimentados com as dietas controle e
experimentais (PA e PAS), também ndo diferiram entre si (p>0,05), mostrando que as dietas
experimentais PA e PAS foram bem aceitas pelos animais. (Figura 17). Embora tenha havido
diferengas significativas nos teores proteicos das dietas, 0 consumo de proteina entre 0s
grupos ndo diferiu.

Os resultados do Coeficiente de Eficiéncia Alimentar (CEA) (Tabela 21) mostram que
as dietas experimentais foram tdo eficientes no ganho de peso corporal quanto a dieta
controle.

Araujo, Fachinetti e Santos (2003), em sua pesquisa comparando biomassas de
Spirulina originadas do México, China e Cuba, em diferentes concentra¢des na dieta, também
constataram que n@o houve diferenca significativa no CEA entre 0s grupos que consumiram

as racoes de diferentes biomassas e o controle.
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Figura 17 - Consumo de dieta e de proteina pelos ratos Wistar dos grupos Controle, PA (péo
de arroz) e PAS (pé&o de arroz com Spirulina) durante os 14 dias do experimento
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Em um estudo sobre a influéncia de dietas de Spirulina no desenvolvimento corporal de
ratos Wistar, Moreira et al. (2011) obtiveram para o CEA valores de 0,28 e 0,32 para as dietas
controle e dieta com 8,8% de Spirulina (complementada com caseina), respectivamente.

Borges et al. (2010), estudando a qualidade proteica do péo de trigo contendo diferentes
concentracdes de linhaca, observaram diferencas significativas entre as dietas de pao de trigo
com 15% de linhaca (0,14) e a controle (0,33).

Os animais alimentados com as dietas controle, PA e PAS, aumentaram em média 4,63,
5,09 e 5,20 g no seu peso por dia, respectivamente, mostrando que a quantidade de dieta
consumida pelos ratos foi efetiva para o ganho de peso corporal ndo provocando reducdo me-
tabdlica do organismo e consequente alteracdes no crescimento dos ratos. O ganho de peso e
o0 consumo alimentar estdo relacionados a qualidade da proteina presente nas dietas,
influenciando diretamente no CEA. Os valores de CEA foram superiores aos relatados nos
demais trabalhos com Spirulina (Moreira et al., 2011; Machado et al., 2014). Deve-se
considerar, contudo, que estes estudos foram realizados num periodo maior de tempo.

O NPR avalia a capacidade da proteina de manter o metabolismo dos animais alem de
dar respostas mais confiaveis do que o PER, por ser menos sensivel as variacdes nas
concentragdes de proteina das dietas experimentais (SGARBIERI, 1996).

As dietas PA e PAS sofreram complementacdo de caseina na sua elaboracdo em 48% e
42%, respectivamente, aumentando a qualidade proteica. Isto foi eficiente para manter o NPR
a niveis ideais para o crescimento e manutencdo do desenvolvimento dos ratos recém-
desmamados, sem diferir da dieta controle. Estas dietas apresentaram melhores respostas
guando comparadas ao estudo de Borges et al. (2010), que obtiveram um NPR de 2,74 para a
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dieta de pédo de trigo com 15% linhaca. O valor proteico de produtos de arroz também foi
estudado por Asemi et al. (2012) onde o NPR de duas marcas de alimentos para bebés feitos
a base de arroz e leite foram comparadas a uma dieta controle. O NPR obtido para os produtos
comerciais foi de 2,93 e 3,45, enquanto que para a dieta controle foi de 4,38.

A digestibilidade é a medida da porcentagem de proteinas que sdo hidrolisadas pelas
enzimas digestivas e absorvidas na forma de aminoacidos ou de qualquer outro composto
nitrogenado. As dietas PA e PAS apresentaram diferencas significativas (p<0,05) quanto a
digestibilidade proteica, tanto aparente quanto verdadeira, quando comparadas ao grupo
controle. A menor digestibilidade das dietas PA e PAS, comparadas a controle, se da devido
a proteina da farinha de arroz, que por ser uma proteina de origem vegetal, possui menor
digestibilidade, comparada com a proteina de origem animal como a caseina.

Denardin et al. (2009) trabalhando com ratos obtiveram 87% de digestibilidade

aparente para a dieta de arroz complementada com caseina.

5.6.3. Composicdo de aminoacidos das dietas comparadas ao padréo
FAO/WHO e PDCAAS

A composicdo de aminodcidos essenciais das proteinas das dietas (Tabela 22) foi
comparada com o padrdo FAO/WHO (1991) obtendo-se o escore quimico de aminoacidos
(EQ). O primeiro aminoacido limitante encontrado para as dietas foi a treonina. O EQ foi

corrigido pela digestibilidade verdadeira obtendo-se entdo o PDCAAS (Tabela 23).

Tabela 22 - Composi¢do de aminoacidos essenciais das dietas C (controle), PA (pdo de
arroz), PAS (péo de arroz com Spirulina), Padrdo FAO/WHO para criangas de

2 a5 anos
mg aminoacido/g de proteina
Aminoacidos . A
essenciais Dietas = :g(/j\;\?ﬁo
C PA PAS
Fenilalanina+Tirosina 92,24 94,05 93,80 63
Histidina 20,09 20,10 19,08 19
Isoleucina 50,23 46,62 43,72 28
Leucina 86,76 83,60 82,67 66
Lisina 73,06 62,70 59,62 58
Metionina+ Cistina 42,01 41,80 34,98 25
Treonina 32,88 29,74 31,00 34

Valina 56,62 55,47 54,85 35
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O PDCAAS reflete a eficiéncia da proteina na disponibilidade metabdlica de
aminoacidos ao organismo humano. A qualidade da proteina baseada no aminoécido essencial
limitante preconiza que valores iguais a 1,0 para 0 EQ e 100 para o PCDAAS indicam que a
proteina € de boa qualidade, contendo os aminoacidos essenciais capazes de suprir as

necessidades nutricionais de humanos (PIRES et al., 2006).

Tabela 23 - Escore quimico, Digestibilidade proteica verdadeira e Escore Quimico Corrigido
pela Digestibilidade (PDCAAS) das dietas C (controle), PA (pdo de arroz) e
PAS (pdo de arroz com Spirulina)

Determinacdes Dietas
C PA PAS
Escore Quimico* 0,97 0,87 0,91
DV/(%)** 96,1+1,55 86,5 +4,10° 85,7+1,21°
PDCAAS(%)*** 92,9+1,49° 75,6 +3,59 78,1 +1,10°

*Escore quimico do 1° aminoacido limitante (Treonina); **Digestibilidade verdadeira; ***Escore quimico do
1° aminodcido limitante (treonina) x Digestibilidade Verdadeira da proteina; Letras distintas em uma mesma
linha indicam diferenca significativa entre as dietas pelo teste de Tukey (p<0,05)

O PDCAAS das dietas PA e PAS diferiram significativamente (p<0,05) da dieta
controle. A dieta PAS apresentou maior escore quimico e PDCAAS, comparada a dieta PA,
mesmo ndo mostrando diferenca significativa indicando que a proteina da microalga Spirulina
pode ter atuado positivamente nestes parametros. A quantidade de Spirulina utilizada no pao
ou o tempo de ensaio podem ter influenciado para ndo se atingir o resultado esperado com a
dieta PAS, pois as proteinas da Spirulina sdo consideradas completas, superiores as proteinas
de origem vegetal e de facil digestao.

Kannan, Nielsen e Mason (2001), estudando o PDCAAS em alimentos infantis feitos
a base de feijdo e feijdo com arroz, verificaram que quando combinado com o arroz, todos os

produtos de feijdo melhoraram significativamente os valores de PDCAAS.

5.6.4. Testes bioquimicos de glicemia e colesterol total

Os resultados de glicemia (Tabela 24) encontrados para os animais alimentados com
as dietas controle, PA e PAS néo diferiram significativamente entre si e estdo dentro dos
valores normais para a espécie, que varia de 50 mg.dL™ a 135 mg.dL™ (Harkness; Vagner,
1993).
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Tabela 24 - Testes bioquimicos de glicemia e colesterol total no plasma do sangue de ratos
alimentados com dieta C (controle), PA (p&o de arroz) e PAS (péo de arroz com

Spirulina)
Dietas
Testes bioquimi
estes pioquimicos C PA PAS
Glicemia (mg.dL™) 70,33+27,0° 56,47+20,67° 52,68+17,17°
Colesterol Total (mg.dL™) 81,04+13,42° 57,16+21,46" 61,46+4,84%

Letras distintas em uma mesma linha indicam diferenca significativa entre as dietas pelo teste de Tukey
(p<0,05)

Alimentos ricos em amido que possuem alto conteddo de amilose como o arroz, estdo
associados a niveis mais baixos de glicose no sangue e esvaziamento mais rapido do trato
gastrointestinal humano em comparacdo com aqueles com baixos niveis de amilose (FREI,
SIDDHURAJ; BECKER, 2003).

O resultado de colesterol total para os ratos alimentados com a dieta PA foi
significativamente menor ao da dieta controle, enquanto que a resposta obtida para a dieta
PAS néo diferiu da dieta PA nem da dieta controle. Os valores de colesterol total s&o
considerados normais para a espécie, uma vez que na literatura sdo encontrados resultados
variando de 20 a 120 mg.dL'l. (CANADIAN COUNCIL ON ANIMAL CARE, 1993;

HARKNESS; WAGNER, 1993; DANTAS et al., 2006; CENTRO DE BIOTERISMO DA FMUSP,
2008; SOUZA-SOARES et al., 2009).

Denardin et al. (2007) estudando dietas com substituicdo total do amido de milho por
arroz cozido de diferentes cultivares obtiveram valores de colesterol total de 87,5 mg.dL™ a
112 mg.dL™. Em outro estudo Denardin et al. (2009) encontraram 62,67 mg.dL™ e 72,93
mg.dL™* de colesterol total em ratos Wistar alimentados com dieta com arroz e macarrdo em
substituicdo a caseina, respectivamente.

Machado et al. (2014), estudando o efeito de dietas com Spirulina nos tamanhos
micrométrico e nanométrico no metabolismo de ratas, obtiveram valores de colesterol total de
77 e 93 mg.dL™ para as dietas controle e Spirulina micrométrica respectivamente. Em estudo
com animais que consumiram uma multimistura com adicdo de farelo de arroz e Spirulina,
Marco (2008) encontrou um valor de 64,5 mg dL™* de colesterol total.

As dietas PA e PAS mostraram-se nutricionalmente semelhantes a dieta controle e ndo
apresentaram diferencas significativas entre si quanto aos indices de ganho de peso corporal,
CEA e NPR. No entanto, os resultados de digestibilidade proteica e PDCAAS encontrados
para as dietas PA e PAS foram inferiores aos obtidos para a dieta controle, mostrando que a

guantidade de Spirulina utilizada nos pées, ndo foi suficiente para aumentar a quantidade de



92

aminodcidos essenciais limitantes do arroz. Além disso, os reduzidos valores de
digestibilidade proteica encontrados para as dietas PA e PAS foram decorrentes da baixa
digestibilidade da proteina do arroz, que consequentemente levou a reducao dos valores de
PDCAAS obtidos para estas dietas.
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6. CONCLUSOES

e Verificou-se que a maior efeito da enzima transglutaminase na formagao de “rede” proteica
ocorreu quando foi utilizada a concentragéo de 0,6% (em base de farinha de arroz), mas a
proteina da Spirulina ndo aumentou a formacéo de ligagcdes cruzadas na massa fermentada dos

pées de farinha de arroz.

e Constatou-se que o uso combinado do hidrocol6ide metilcelulose e da microalga Spirulina
nos niveis mais altos estudados afetou positivamente a qualidade tecnolégica de volume

especifico e firmeza do miolo dos pées de farinha de arroz.

e \/erificou-se alteracdo da cor verde caracteristica dos péaes de farinha de arroz adicionados de
Spirulina devido a degradacéo de seus pigmentos pelos processos de obtencdo da microalga

seca e moida.

eCom base nas respostas quantidade de grupos amino livre, volume especifico e firmeza do
miolo do pdo, foi possivel selecionar as concentracbes das varidveis metilcelulose,
transglutaminase e Spirulina para definir formulacbes e elaborar pdes de caracteristicas

tecnoldgicas adequadas.

ePelo teste de ordenacdo-preferéncia foi constatado que a quantidade de Spirulina usada na
formulacdo dos pées, ndo interferiu na preferéncia do consumidor, uma vez que 0 pdo com
4% de Spirulina e 0 pdo com 1% de Spirulina foram igualmente preferidos, sugerindo que

parametros tecnol6gicos como maciez do miolo pode ter influenciado na escolha do péo.

e Através da microscopia eletronica de varredura da massa fermentada dos pées observou-se
que a enzima transglutaminase provocou uma maior compactacdo das microestruturas. A
adicdo de Spirulina na massa provocou a formacéo de estruturas fibrosas semelhantes a uma

rede proteica.

eAs dietas elaboradas com pdo de arroz e pao de arroz acrescido de Spirulina foram
igualmente eficientes para o ganho e manutencdo de peso de ratos Wistar. A qualidade
proteica destas dietas baseada no NPR, digestibilidade e PDCAAS foi o0 esperado para dieta
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com fontes proteicas variadas, ndo havendo influéncia da adi¢do da microalga Spirulina no

valor nutricional, possivelmente devido ao baixo teor adicionado na formulagdo do péo.

eAs dietas PA e PAS mantiveram niveis de glicemia e colesterol total normais para a espécie

em estudo, mostrando reducdo nos niveis de colesterol total comparados com a dieta controle.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Estudar a adigdo de um extrato proteico de Spirulina nos pées de farinha de arroz, visando

aumentar seu teor proteico.

e Estudar as caracteristicas reoldgicas da massa de pdes de farinha de arroz com extrato

proteico de Spirulina.

e Estudar a adicdo de novas farinhas isentas de gluten com alto teor de fibras e proteinas no

processamento de péaes.

e Estudar a adigdo de farinhas produzidas a partir de residuos, como cascas e sementes,

oriundos da industria de frutas no processamento de paes.
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9. ANEXOS
Anexo 1 —Parecer do Comité de Etica em Pesquisa na Area da Satide - CEPAS

CEPAS/FURG
‘ I.I COMITE DE ETICA EM PESQUISA NA AREA DA SAUDE
Universidade Federal do Rio Grande - FURG
~— www.cepas.furg.br

PARECER N° 130/ 2012
CEPAS 64/2012

Proc.: 23116.006482/2012-51
Titulo do Projeto: Estudo da qualidade tecnolégica, sensorial e nutricional de paes
de farinha de arroz com Spirulina.

Pesq. Resp.: Marcia Spadari Selmo

PARECER DO CEPAS:

O Comité, considerando tratar-se de um trabalho relevante, o que justifica seu
desenvolvimento, bem como o atendimento as pendéncias informadas no parecer
119/2012, emitiu o parecer de APROVADO para o projeto “Estudo da qualidade
tecnolégica, sensorial e nutricional de paes de farinha de arroz com Spirulina”.

Esta em vigor, desde 15 de novembro de 2010, a Deliberagdgo da CONEP que
compromete o pesquisador responsavel, apés a aprovagdo do projeto, a obter a
autorizagéo da instituicao co-participante e anexa-la ao protocolo do projeto no CEPAS.
Pelo exposto, o pesquisador responsavel devera verificar se seu projeto esta
obedecendo a referida deliberagdo da CONEP.

Segundo normas da CONEP, deve ser enviado relatério de acompanhamento ao
Comité de Etica em Pesquisa, conforme modelo disponivel na pagina
http://www.cepas.furg.br.

Data de envio do relatério: 01/06/2013.

Rio Grande, RS, 27 de dezembro de 2012.

Prof2. Eli Sinnott Silva
Coordenadora do CEPAS/FURG



Anexo 2 — Parecer do Comete de Etica em Experimentacdo Animal - CEEA

I Pl

Pelotas. 18 de dezembro de 2012

De: Prof. Dr. Everton Fagonde da Silva
Presidente da Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA)
Para: Professora Rosane da Silva Rodrigues

Centro de Ciéncias Quimicas. Farmacéuticas ¢ de Alimenitos
Senhora Professora:

A CEEA analisou o projeto intitulado: “Avalia¢do de pdes de farinha de arroz
com Spirulina na resposta  bioldgica em ratos Wistar”,  processo
n°23110.009867/2012-21. sendo de parecer FAVORAVEL a sua execugdo,
considerando ser o assunto pertinente e a metodologia compativel com os principios
éticos em experimentacdo animal ¢ com 0s objetivos propostos.

Solicitamos. apOs tomar ciéncia do parecer. reenviar o processo a CEEA.

Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao
Departamento de Pesquisa e Iniciacdo Cientifica para posterior registro no COCEPE
(codigo para cadastro n® CEEA 9867).

Sendo o que tinhamos para o momento. subscrevemo-nos.

~ Atenciosgmente.
v 7

Prof. Dr. Evertory Fagonde da Silva

idente da CEEA

Cienteem: <5 /©\ /2013

Assinatura da Professora Responsavel:

/s
7 z”
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10. APENDICES

Apéndice 1 — Analise de quantificacdo de grupos amino livres na massa fermentada de paes

de farinha de arroz

Reagentes

Reagente OPA da marca Sigma
Solucédo de KCI 0,1M (pH 1,0)
Aminoécido Serina da marca Vetec

Método

O método é baseado na reacdo entre 0s grupos amino primarios e o o-ftaldialdeido
(OPA) (Gujral e Rosell, 2004). Uma amostra de 0,2 g de massa € suspensa em 2,0 ml de KCI
(0,2 M; pH 1,0), agitada em vortex por 10 minutos e centrifugada por 15 minutos a 9000 rpm.
Para 100 pL do sobrenadante limpido é adicionado 500 pL de reagente OPA. E deixado
reagir por 2 minutos e a absorbancia determinada a 340 nm em espectrofotdmetro. Os

resultados sdo calculados mediante uma curva padréo de serina.



115

Apéndice 2 - Curva padrdo de serina

B 'ﬁ . v=10,0097x
Curva Padrao de Serina R2= 09963
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Apéndice 3 - Ficha do teste de Ordenacao-preferéncia

(5D

FURG
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE

ESCOLA DE QUIMICA E ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA E CIENCIA DE ALIMENTOS

Avaliacdo sensorial de paes de farinha de arroz com Spirulina

Nome: data:

TESTE DE ORDENACAO - PREFERENCIA
Instrucdes: Vocé esta recebendo 3 amostras codificadas de pdes de farinha de arroz
com Spirulina. Prove-as da esquerda para a direita e indique o grau de preferéncia
guanto as caracteristicas gerais dos paes, colocando em primeiro lugar a mais
preferida e em ultimo a menos preferida. Enxague a boca com agua entre a

degustacdo de cada amostra.

Cddigo

Observagoes:
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Apéndice 4 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: “Estudo da qualidade tecnoldgica, sensorial e nutricional de paes
de farinha de arroz com Spirulina”
Nome do (a) Pesquisador (a): Méarcia Spadari Selmo

Nome do (a) Orientador (a): Myriam de Las Mercedes Salas-Mellado

1. Natureza da pesquisa: o sra (sr.) esta sendo convidada (0) a participar desta pesquisa que
tem como finalidade eleger o melhor pédo de farinha de arroz com Spirulina .

2. Participantes da pesquisa: 50 julgadores ndo celiacos, consumidores de péo.

3. Envolvimento na pesquisa: Ao participar deste estudo a sra (sr) permitira que o (a)
pesquisador utilize suas respostas em sua tese de doutorado. A sra (sr.) tem liberdade de se
recusar a participar e ainda se recusar a continuar participando em qualquer fase da
pesquisa, sem qualquer prejuizo para a sra (sr.). Sempre que quiser podera pedir mais
informacdes sobre a pesquisa através do telefone do (a) pesquisador (a) do projeto e, se
necessario através do telefone do Comité de Etica em Pesquisa.

4. Sobre as entrevistas: Através de uma ficha de avaliagdo, sera solicitado a Sra. (Sr.) que
prove as amostras de pdo e as coloque em ordem decrescente de preferéncia. Entre uma
amostra e outra a Sra. (Sr.) devera tomar alguns goles de agua para retirar o residual da
amostra anterior. Se a Sra. (Sr.) ndo apreciar o sabor das amostras podera cuspir em
recipiente proprio.

5. Riscos e desconforto: A participacdo nesta pesquisa ndo infringe as normas legais e
éticas. Os riscos serdo minimos, ja que o consumo de pées de farinha de arroz é comum e
a microalga Spirulina, acrescida ao péo, foi aprovada como novo alimento pela ANVISA.
Os procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Etica em Pesquisa
com Seres Humanos conforme Resolucdo no. 196/96 do Conselho Nacional de Saude.
Nenhum dos procedimentos usados oferece riscos a sua dignidade.

6. Confidencialidade: Todas as informacfes coletadas neste estudo s@o estritamente
confidenciais. Somente o (a) pesquisador (a) e seu (sua) orientador (a) (e/ou equipe de
pesquisa) terdo conhecimento de sua identidade e nos comprometemos a manté-la em

sigilo ao publicar os resultados dessa pesquisa.
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7. Beneficios: Ao participar desta pesquisa a sra (sr.) ndo ter4 nenhum beneficio direto.
Entretanto, esperamos que este estudo traga informag6es importantes sobre a qualidade
geral e preferéncia dos consumidores por paes de farinha de arroz com Spirulina, de forma
que o conhecimento que serd construido a partir desta pesquisa possa contribuir a
melhoria da qualidade dos pées de farinha de arroz e para a obtencdo da tese de doutorado
e de artigos cientificos, onde o pesquisador se compromete a divulgar os resultados
obtidos, respeitando-se o sigilo das informacdes coletadas, conforme previsto no item
anterior.

8. Pagamento: a sra (sr.) ndo terd nenhum tipo de despesa para participar desta pesquisa,
bem como nada sera pago por sua participacao.

Apds estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para
participar desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que se seguem: Confiro que

recebi copia deste termo de consentimento, e autorizo a execucdo do trabalho de pesquisa e a

divulgacédo dos dados obtidos neste estudo.

Obs: Néo assine esse termo se ainda tiver davida a respeito.
Consentimento Livre e Esclarecido
Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e

esclarecida, manifesto meu consentimento em participar da pesquisa

Nome do Participante da Pesquisa

Assinatura do Participante da Pesquisa

Assinatura do Pesquisador

Assinatura do Orientador

Pesquisador: Marcia Spadari Selmo - (53) 81184745

Orientador: Myriam Salas-Mellado - (53) 32338621

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa: Profa. Dra. Edna Maria do Carmo
Vice-Coordenadora: Profa. Dra. Renata Maria Coimbra Libdrio

Telefone do Comité: 3229-5315 ou 3229-5526

E-mail cep@fct.unesp.br



mailto:cep@fct.unesp.br

119

Apéndice 5 — Tabelas da analise de regresséo

Tabela 25 - Coeficiente de regressdo (CR), erro padrdo (EP) e nivel de significancia para a
resposta grupos amino livres da massa fermentada - DCCR

Efeitos CR EP t (7) p

Média 0,35 0,05 6,81 0,00
Xi(L) -0,01 0,02 -0,79 0,45
X1(Q) 0,03 0,02 1,36 0,21
Xo(L) 0,02 0,02 0,82 0,43
X2(Q) 0,07 0,02 2,60 0,03
X3(L) 0,12 0,02 5,01 0,00
X3(Q) -0,01 0,02 -0,49 0,63
X1. X5 -0,04 0,03 -1,30 0,23
X1 X3 -0,00 0,03 -0,00 0,99
X2.X3 -0,02 0,03 -0,62 0,55

X;1= metilcelulose; X,= transglutaminase; X;= Spirulina; R?=71%; R=84%

Tabela 26 - Coeficiente de regressdo (CR), erro padrdo (EP) e nivel de significancia para a
resposta volume especifico dos paes - DCCR

Efeitos CR EP t(7) p

Média 2,63 0,04 64,59 0,00
Xi(L) 0,14 0,01 7,68 0,00
X1(Q) -0,06 0,02 -3,23 0,01
Xo(L) -0,05 0,01 -2,65 0,03
X2(Q) 0,03 0,02 1,79 0,11
Xs(L) 0,04 0,01 2,35 0,05
X3(Q) -0,00 0,02 -0,47 0,65
X1. X2 0,02 0,02 0,89 0,39
X1 X3 -0,02 0,02 -0,79 0,45
X2.X3 -0,04 0,02 -1,59 0,15

X;= metilcelulose; X,= transglutaminase; Xs= Spirulina; R*=85%; R=92%

Tabela 27- Coeficiente de regressdo (CR), erro padrdo (EP) e nivel de significancia para a
resposta firmeza do miolo dos paes - DCCR

Efeitos CR EP t(7) p

Média 418,66 46,23 9,05 0,00
Xi(L) -54,81 21,72 -2,52 0,03
X1(Q) 95,16 23,93 3,97 0,00
Xa(L) 36,84 21,72 1,69 0,13
X2(Q) -14,33 23,93 -0,59 0,56
Xs3(L) -2,38 21,72 -0,10 0,91
X3(Q) 11,31 23,93 0,47 0,65
X1 Xz -17,81 28,37 -0,62 0,54
X1.X3 41,42 28,37 1,45 0,18
X2.X3 11,27 28,37 0,39 0,70

X;= metilcelulose; X,= transglutaminase; Xs= Spirulina; R*=65%; R=80%
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Tabela 28 - Coeficiente de regressao (CR), erro padrdo (EP) e nivel de significancia para a
resposta Luminosidade do miolo — DCCR

Efeitos CR EP t(7) p

Média 38,77 1,07 36,12 0,00
Xi1(L) 3,57 0,50 7,09 0,00
X1(Q) 0,69 0,55 1,25 0,24
Xo(L) 0,29 0,50 0,58 0,57
X2(Q) 0,48 0,55 0,86 0,41
Xs(L) -3,90 0,50 -7,74 0,00
X3(Q) 1,26 0,55 2,28 0,05
X1. X5 0,31 0,65 0,47 0,65
X1.X3 -0,24 0,65 -0,37 0,71
X2.X3 -0,34 0,65 -0,51 0,62

X1= metilcelulose; X,= transglutaminase; Xs= Spirulina; R%= 92%:; R=96%

Tabela 29- Coeficiente de regressdo (CR), erro padrdo (EP) e nivel de significancia para a
resposta croma a* - DCCR

Efeitos CR EP t(7) p

Média 3,22 0,18 17,14 0,00
Xi(L) 0,14 0,08 1,67 0,13
X1(Q) 0,10 0,09 1,08 0,31
Xo(L) 0,21 0,08 2,40 0,04
X2(Q) -0,00 0,09 -0,04 0,96
Xs3(L) 0,22 0,08 2,57 0,03
X3(Q) -0,20 0,09 -2,09 0,07
X1. Xs -0,08 0,11 -0,76 0,47
X1.X3 0,17 0,11 1,48 0,18
X2.X3 0,10 0,11 0,94 0,37

X;= metilcelulose; X,= transglutaminase; Xs= Spirulina; R*=56%; R=74%

Tabela 30 - Coeficiente de regressdo (CR), erro padrdo (EP) e nivel de significancia para a
resposta croma b* - DCCR

Efeitos CR EP t(7) p

Média 30,82 0,71 42,96 0,00
Xi(L) 2,58 0,67 7,66 0,00
X1(Q) 0,19 0,74 0,53 0,61
Xo(L) 0,13 0,67 0,39 0,70
X2(Q) 0,19 0,74 0,51 0,61
X3(L) -0,89 0,67 -2,65 0,03
X3(Q) -0,14 0,74 -0,39 0,70
X1. X2 0,09 0,88 0,21 0,83
X1 X3 0,49 0,88 1,13 0,29
X2.X3 -0,07 0,88 -0,17 0,86

X;= metilcelulose; X,= transglutaminase; Xs= Spirulina; R*=87%; R=93%
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Tabela 31- Coeficiente de regressdo (CR), erro padrdo (EP) e nivel de significancia para a

resposta Angulo h° do miolo - DCCR

Efeitos CR EP T() p

Média 84,01 0,33 250,20 0,00
Xi(L) 0,24 0,15 1,55 0,16
X1(Q) -0,18 0,17 -1,06 0,32
Xo(L) -0,36 0,15 -2,33 0,05
X2(Q) 0,04 0,17 0,24 0,81
X3(L) -0,57 0,15 -3,64 0,00
X3(Q) 0,34 0,17 2,01 0,08
X1. X 0,20 0,20 0,97 0,36
X1.X3 -0,12 0,20 -0,61 0,55
X2.X3 -0,20 0,20 -1,01 0,34

X1= metilcelulose; X,= transglutaminase; Xs= Spirulina; R?=65%; R=80%

Tabela 32- Coeficiente de regressdo (CR), erro padrdo (EP) e nivel de significancia para a

resposta cromaticidade do miolo - DCCR

Efeitos CR EP t(7) p

Média 30,99 0,71 43,04 0,00
Xi(L) 2,59 0,33 7,65 0,00
X1(Q) 0,20 0,37 0,55 0,59
Xa(L) 0,15 0,33 0,47 0,65
X2(Q) 0,19 0,37 0,51 0,62
X3(L) -0,87 0,33 -2,58 0,03
X3(Q) -0,16 0,37 -0,44 0,67
X1 Xz 0,07 0,44 0,17 0,86
X1 X3 0,52 0,44 1,18 0,27
X2.X3 -0,05 0,44 -0,12 0,90

X,= metilcelulose; X,= transglutaminase; Xs= Spirulina; R’=87%; R=93%
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Apéndice 6 — Fotografias dos paes dos ensaios do planejamento DCCR
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