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RESUMO

A adicdo de enzimas a farinha para melhorar o seu desempenho e originar um pao com
melhores carateristicas, tem mais de um século e € uma area em continuo desenvolvimento. As
enzimas sdo proteinas que atuam como catalisadores para acelerar reagdes especificas, e, sendo
produzidas por plantas, animais e microrganismos, sao ingredientes naturais nao toxicos,
posicionando-se como um interessante substituto dos aditivos quimicos.

Este relatério faz um enquadramento ao tema e revé a literatura existente que suportou o
estudo desenvolvido durante o estagio curricular no &mbito do Mestrado em Biotecnologia e Inovagéo.
Neste estudo foi analisado o efeito de 4 enzimas (a-amilase, xilanase, glucose-oxidase e fosfolipase)
em ensaios independentes, nos parametros reolégicos de uma farinha estreme de trigo e nas
carateristicas do pao, usando 3 concentragdes diferentes para cada uma delas. A necessidade desta
analise detalhada prende-se com o facto de que, na maior parte dos casos, sdo adicionadas a farinha
um conjunto de enzimas e nao apenas uma, sendo importante analisar o seu efeito individual, para
eventualmente se poderem otimizar formulagdes de farinha para o fabrico de pao.

As enzimas tém a capacidade de provocar alteragdes diversas no pao, nomeadamente um
aumento de volume, melhoria da cor da crosta e estrutura do miolo, maciez, reforco do sabor e
adiamento dos processos de envelhecimento. Ainda que estes efeitos tenham sido verificados na
pratica, a causa e as reagoes envolvidas n&o estdo ainda totalmente explicadas, uma vez que se tratam
de reagdes bioquimicas acopladas complexas, que envolvem simultaneamente varios componentes
dos ingredientes usados habitualmente para o fabrico de pdo. Assim, tendo em conta os resultados
obtidos, como trabalho futuro seria interessante vir a estudar o efeito da combinagao das enzimas
estudadas e valorizar as potenciais sinergias.

O trabalho realizado permitiu concluir quais os parametros que sao mais afetados com a
variagdo da concentragio das enzimas tendo-se verificado que a variagdo da concentragdo da Amilase
€ a que vai afetar mais carateristicas reoldgicas da farinha; no que diz respeito ao volume do pao
verificou-se que a enzima cuja variagcdo da concentracdo mais afeta este pardmetro é a Xilanase,
concluindo-se que um aumento da concentragao desta enzima ira influenciar positivamente o volume

do péao.

Palavras-chave: Farinha de trigo, pdo, enzimas, a-amilase, glucose-oxidase, xilanase e fosfolipase.






ABSTRACT

The use of enzymes in baking processes — which are added to the flour in order to improve its
performance and produce bread with better characteristics —, is more than a century old and it is an area
of continuous development. Enzymes are proteins that act as catalysts to speed up specific reactions,
without being themselves modified in the process. While being produced by plants, animals or
microorganisms, they are natural ingredients which can be interesting replacers of chemical additives.

This work contextualizes the theme and reviews the existing literature supporting the study
developed during the MSc in Biotechnology and Innovation curricular internship. In this study, the effect
of 3 different concentrations of 4 enzymes (a-amylase, xylanase, glucose-oxidase and phospholipase)
on the rheological parameters of the wheat flour and in bread characteristics, in independent assays will
be analyzed. The need of this analysis is due to the fact that in most cases it is usually added to the
flour a set of enzymes, rather than just one, being important to verify its individual effect to eventually
be able to optimize flour formulations used for bread making.

Enzymes have the capacity to cause diverse modifications in bread, like an increase in its
volume, improvement in the crust color and in the crumb structure, softness, flavor enhancement and a
delay in the staling process. Even though these effects were seen in practice tests, the cause and the
reactions behind these results are not yet completely explained, since they are complex and coupled
biochemical reactions that imply simultaneously many components of the ingredients typically used in
bread making. So, regarding the results of the study, as future work it would be interesting to analyze
the effect of the combination of these enzymes and value this potential synergy.

The study concluded which parameters are most affected by varying the concentration of the
enzymes. It was found that the variation of the concentration of amylase was the one that will affect
more rheological characteristics of flour. With respect to the bread volume it was found that the enzyme
which concentration variation most affects this parameter is xylanase, concluding that an increased

concentration of this enzyme will positively influence the bread volume.

Key-words: Wheat flour, bread, enzymes, a-amylase, glucose-oxidase, xylanase, phospholipase.
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1. INTRODUGAO

O trabalho que me proponho apresentar tem como tema “Influéncia de atividades enzimaticas
(0c-amilase, xilanase, glucose-oxidase e fosfolipase) nos pardmetros reoldgicos de farinhas de trigo
panificaveis”. Insere-se no ambito do estagio para obtencdo do grau de mestre em Biotecnologia e
Inovagao e decorreu na empresa Germen — Moagem de Cereais, S.A.

A Germen é uma das maiores empresas de moagem de cereais em Portugal, fundada em 1991
da fusdo entre duas moageiras — Companhia Aveirense de Moagens e Sociedade Fomento Industrial
—, estas com origem em estabelecimentos existentes ja no séc. XIX. Estd implementada em
Matosinhos, no Norte do pais, com 3 linhas de transformagéao de cereais completamente independentes
sendo os seus principais produtos: farinha de trigo, farinha de centeio e farinha de arroz, farinha de
trigo e arroz para alimentacao infantil, farinhas compostas e sémeas. A empresa possui um laboratério
interno, acreditado segundo a norma NP EN ISO 17025, onde é feito o controlo de qualidade de
matérias-primas e produtos finais, e tem o seu Sistema de Qualidade e Seguranga Alimentar certificado
segundo os referenciais ISO 9001:2008, ISO 22000:2005 e BRC Food Issue 7, para além de licenga
ambiental desde 2008.

Por forma a desenvolver o trabalho foi relevante realizar um levantamento, cientificamente
suportado, da situagéo atual de inovacgao quanto a utilizagdo de enzimas na melhoria de qualidade das
farinhas, e consequentemente nas carateristicas do pao, tema que sera desenvolvido ao longo deste
trabalho.

O péo é dos alimentos mais comuns e tradicionais no mundo. A qualidade da farinha de trigo,
ingrediente base no fabrico do pao, € influenciada quer por fatores inerentes ao préprio cereal, quer por
fatores relacionados com o processo de armazenamento e moagem do grao em farinha.

A exigéncia cada vez maior por parte dos consumidores que procuram produtos naturais e de
maxima qualidade, criou a necessidade na industria de complementar a farinha com ingredientes que
Ihes permita atingir esses requisitos de qualidade.

H& anos que as enzimas sdo um ingrediente muito usado em panificagédo, tendo vindo a
assumir uma importancia crescente pelas restricdbes que tém surgido ao uso de aditivos quimicos.
Atualmente sdo usadas diversas preparagdes comerciais de enzimas como agentes melhoradores da
farinha e do pao. Apesar de a sua atuagao incluir processos ainda nao totalmente explicados, sabe-se
que as enzimas tém um papel determinante na obtengédo de produtos de padaria com a qualidade
desejada. Os efeitos com maior impacto no p&o incluem: melhor sabor, maior volume, aumento do
tempo de prateleira e uma aparéncia geral mais atrativa.

Através da aplicagdo do conhecimento cientifico podemos desenvolver melhorias nos
processos de fabrico de pao, originando produtos de qualidade superior com maior retorno econémico
para os produtores. Assim, com este trabalho, pretende-se compreender qual o efeito individual de
cada enzima selecionada para o estudo, quer na farinha, quer no pao, e estimar qual a concentragcao
mais apropriada a utilizar, uma vez que uma quantidade excessiva de enzima pode nao ter impacto

esperado ou pode mesmo até ser contraproducente.
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Uma vez que as enzimas podem ter efeitos sinérgicos, como trabalho futuro propde-se estudar
os efeitos dessa sinergia e perceber se pode haver vantagens ao combinar determinadas enzimas em
detrimento de outras.

Este trabalho por outro lado permitiu-me adquirir competéncias e conhecimentos ao nivel da
investigacdo e desenvolvimento associados a produgédo de farinhas, farinhas corrigidas e farinhas

compostas, enquadrada numa organizagao agroalimentar em crescimento.

Além do projeto de estudo realizei outras atividades de apoio ao trabalho desenvolvido na
empresa, nomeadamente:
e Atualizacdo de fichas técnicas de produto;
e Atualizacdo dos dados relativos aos resultados do circuito interlaboratorial que a Germen

promove.
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2. REVISAO DA LITERATURA

A revisao da bibliografia aborda o papel das enzimas no fabrico do p&o. Seréo, no entanto,
primeiramente desenvolvidos conceitos basicos para a compreensdo do tema, fazendo-se um
enquadramento geral no que diz respeito ao processo e ingredientes mais comumente usados.

Assim, este capitulo esta dividido em 2 partes. Na primeira parte é discutida a importancia e o
papel do pado na sociedade atual, sendo igualmente feito um enquadramento histérico da sua evolugao.
Nesta secgdo apresenta-se ainda individualmente os ingredientes-base usados habitualmente no
fabrico do pao, dando-se especial destaque para a farinha de trigo com uma descrigao mais detalhada
dos seus constituintes e a interferéncia de cada um no processo e nas carateristicas do pdo. Na
segunda parte, discute-se a utilizagdo das enzimas como auxiliares na panificagdo, dando-se destaque

as utilizadas na parte experimental do trabalho: a-amilase, glucose-oxidase, xilanase e fosfolipase.

2.1 O pao

21.1 Enquadramento

O desenvolvimento do processo de fabrico de pao foi um acontecimento importante para a
humanidade, e apds a mecanizagao agricola no século XIX, com o aumento da qualidade e redugao
do preco, este tornou-se um alimento acessivel a praticamente toda a populagéo (Miguel et al., 2013).
A arte de fabrico de pdo remonta a 4000 anos atras, ainda que ndo na mesma forma que o conhecemos
hoje, e tem sido um alimento popular de primeira necessidade ha muito tempo (Gellynck et al., 2009).

As técnicas de producgdo e os tipos de pao variam a volta do mundo (Dewettinck ef al., 2008),
originando produtos com grandes diferencas que advém das farinhas usadas localmente, dos métodos
de producao e das proprias expectativas dos consumidores (Popper et al., 2006). Os ingredientes base
sdo: farinha de cereais, agua, levedura ou outro agente levedante e sal, podendo ser adicionados outros

ingredientes para melhorar o seu processamento ou originar novos produtos (Dewettinck et al., 2008).

21.2 Ingredientes
2.1.2.1 Farinha de trigo

O trigo (Triticum aestivum L.) € um cereal cultivado em todo o mundo e pertence a familia das
gramineas Poacea (Martins et al., 2012). Existem 30.000 variedades de trigo de 14 espécies em todo
o mundo, no entanto apenas cerca de 1.000 tém significado comercial (Posner et al., 2011). E uma
planta cultivada durante o inverno e primavera, de ciclo anual. O grao de trigo, depois de processado,
pode ser destinado ao consumo humano sob varias formas — pao, massa alimenticia, bolos ou biscoitos
— podendo servir para ragdo animal se for de qualidade mais baixa. O trigo é a segunda maior cultura
de cereais no mundo, atras do milho, sendo os maiores produtores a UE, EUA, China, india, Russia e
Canadé (Martins et al., 2012).

A predominancia do trigo no mundo € devida principalmente a sua ampla distribuicdo e extensa
utilizagao para produtos de padaria e pastelaria (Barak et al., 2015).

Em tragos gerais, o grao de trigo é constituido pelo farelo (13-17%), pelo gérmen ou embrido
(2-3%) e pelo endosperma (81-84%) (Barak et al., 2015). O endosperma divide-se em endosperma
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amilaceo (70-80%) e a camada aleurona, que é constituida por apenas uma camada de células e é rica
em proteina, contendo também gordura, enzimas e vitaminas; a camada aleurona é considerada como
parte do farelo sendo a fonte de farinha o endosperma amilaceo (Belitz et al., 2004).

O principal destino do trigo sdo as industrias de moagens, pois este é o principal cereal usado
para o fabrico de p&o. A farinha é o produto final mais importante da moagem do trigo, usada para
panificacdo e pastelaria, bem como para usos culinarios caseiros (Prikhodko et al., 2009).

De acordo com a Portaria n° 254/2003 de 19 de Marcgo, farinha é o “produto resultante da
moenda de grdos de um ou mais cereais, maduros, sdos, ndo germinados e isentos de impurezas, bem
como da sua mistura”. As farinhas designam-se de farinhas corrigidas quando lhes sdo adicionados
outros ingredientes, aditivos e auxiliares tecnolégicos com o objetivo de garantir a sua estabilidade
funcional e farinhas compostas, quando além destes sdo ainda adicionados outros aditivos permitidos
para os produtos finais a cujo fabrico se destina a farinha (Portaria 254/2003).

Determinadas caracteristicas da farinha de trigo — como a boa capacidade de absorcédo de
agua e o alto teor de proteinas que levara a formagdo de uma boa rede de gliten com boas
propriedades viscoelasticas — sdo fundamentais para o desenvolvimento de uma massa com boa
elasticidade, consisténcia e com boa capacidade de retencéo de gas durante a fermentagao, levando
a um aumento do volume do p&o, o que origina neste uma estrutura firme e uniforme (Martins et al.,
2012).

A qualidade da farinha de trigo é influenciada ndo sé por fatores inerentes ao proprio trigo —
composicao genética e condigdes de crescimento da planta — mas também por aqueles que estéao
relacionados com o processo de armazenamento e moagem do cereal em farinha (Queji et al., 2006) —
estima-se que 25% da qualidade da farinha é determinada pela tecnologia da moagem, o ajuste do

moinho e as condigcbes ambientais do processo e 75% pela qualidade do trigo (Posner et al., 2011).

21.211 Processo de moagem

Antes da rececdo, sdo testadas amostras em laboratério para determinar a qualidade,
seguranca e uso final do trigo, o que definira também como este sera armazenado e processado. Por
forma a obter a melhor qualidade da farinha, frequentemente sdo misturadas diferentes qualidades de
trigo (Prikhodko et al., 2009).

Como jareferido, o grao de trigo consiste em 3 partes principais: gérmen, farelo e endosperma.
O processo de moagem visa separar o farelo e o gérmen, do endosperma amilaceo, para que este
possa ser moido em farinha. Durante este processo a camada de aleurona rompe-se com o farelo o
que contribui significativamente para a qualidade nutricional desta fragdo, pois € um componente rico
em proteinas, minerais e vitaminas (Dewettinck et al., 2008).

A transformacao do grdo em farinha envolve as seguintes etapas gerais:

1. Limpeza do grao, para remogao de impurezas;

2. Condicionamento, para tornar uniforme o conteudo em humidade (Popper et al., 2006)
de forma a fortalecer o farelo e facilitar uma facil separagdo dos componentes do nucleo; o trigo é
posteriormente armazenado segundo as suas carateristicas e depois eventualmente misturado para se

obter o tipo especifico de farinha que se pretende; e (Prikhodko et al., 2009)
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3. Moagem propriamente dita, que consiste essencialmente na separagdo do gérmen e
farelo do endosperma, com a reducao deste a farinha, envolvendo etapas de quebra, esmerilhamento
e separacgao (Popper et al., 2006).

21.21.2 Constituintes relevantes da farinha de trigo
2.1.2.1.2.1 Amido

O amido — principal forma de armazenamento de hidratos de carbono dos cereais — encontra-
se apenas nas células do endosperma, variando no tamanho e forma dos granulos dependendo do tipo
de cereal (Belitz et al., 2004), sendo o seu conteudo na farinha de trigo variavel (60-70%) consoante o
grau de extragao (Popper et al., 2006).

O amido é composto por polimeros de glucose — amilose (molécula linear, de unidades de D-
glucopiranosil em ligagdes a-1,4, com um grau de polimerizagéo de 500-6000 residuos de glucose, com
uma pequena fracao ligeiramente ramificada por ligagdes o-1,6) e amilopectina (polimero maior, com
um grau de polimerizagdo de 3x105-3x108 unidades de glucose, altamente ramificado, composto por
cadeias de residuos D-glucopiranosil em ligagdes a-1,4 os quais estao interligados por ligagdes a-1,6).
O racio entre amilose e amilopectina varia de amido para amido mas os valores tipicos sao 25-28% de
amilose e 72-75% de amilopectina (Goesaert et al., 2005), proporgdes estas que variam de acordo com
as espécies e grau de maturagéo das plantas (Queji et al., 2006).

A amilose e a amilopectina variam na sua dimens&o consoante a fonte de amido, podendo
conter no maximo 6.000 e 2.000.000 unidades de glucose, respetivamente, sendo a amilopectina
considerada por isso uma das maiores moléculas presentes na natureza (Queiji et al., 2006).

A composicado dos granulos de amido divide-se geralmente numa parte amorfa central —
constituida principalmente por cadeias de amilose e amilopectina (Wang et al.,, 2015) associadas
através de ligagdes por pontes de hidrogénio, estabilizadas internamente por ligagbes glicosidicas entre
as moléculas de glucose (Queji et al., 2006) — rodeada por uma parte semi-cristalina em anéis
concéntricos que alternam com outros amorfos (Wang et al., 2015).

Durante a moagem dos graos para obtencéo de farinha, uma fragéo significativa dos granulos
de amido (ca. 8%) pode ser danificada, afetando a sua estrutura e consequentemente as suas
propriedades; o amido danificado torna-se assim mais suscetivel a hidrélise enzimatica, absorve mais
agua e perde propriedades de birrefringéncia (Goesaert et al., 2005). A severidade da moagem e a
dureza do grao de trigo influenciam a quantidade de amido danificado, e quanto maior a quantidade de
amido danificado, maior sera a absor¢do de agua durante a amassadura e a degradagéo enzimatica
do amido (Borght et al., 2005).

O processamento e subsequente armazenamento dos alimentos que contém amido provocam
mudangas que irdo afetar as suas caracteristicas nutricionais e de qualidade. As propriedades
funcionais do amido sao influenciadas por estas alteragdes que estao relacionadas com a captagao de
agua, o inchamento do granulo, formagao de uma pasta viscoelastica durante o aquecimento, seguida,
aquando do arrefecimento de uma reassociagao das cadeias de amido dispersas, havendo a formacéao
de um gel. Desta forma o amido tem implicagdes na humidade, viscosidade, textura, consisténcia,

mouth-feel e tempo de prateleira do produto final (Wang et al., 2015).
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Devido ao grande nimero de grupos hidroxilo expostos, o0 amido tem uma boa capacidade de
hidratacao (Queji et al., 2006) e assim, na presenga de agua, os granulos incham sendo este processo
reversivel abaixo de uma determinada temperatura — temperatura de gelatinizacdo (Goesaert et al.,
2005). Em agua fria o granulo absorve apenas 30% do seu peso em agua devido a sua estrutura
cristalina (Queji et al., 2006); contudo, quando a suspensdo de amido é aquecida acima desta
temperatura, da-se a destruigéo irreversivel da estrutura molecular do granulo (Goesaert et al., 2005)
ocorrendo a quebra das ligagbes por pontes de hidrogénio mais fracas entre a amilose e a amilopectina
(Queiji et al., 2006), formando-se uma pasta — os cristais derretem e a sua estrutura colapsa, as duplas
hélices desenrolam e quebram-se as ligagbes de hidrogénio, sendo estas mudangas acompanhadas
pela perda da birrefringéncia, caracteristica dos granulos intactos (Wang et al., 2015).

Com o arrefecimento, ha uma nova reassociagao — passagem de um estado amorfo para um
estado mais ordenado ou cristalino — designando-se este processo de retrogradagao. Inicialmente ha
uma rapida recristalizagao das moléculas de amilose — determina a dureza do gel e a viscosidade e
digestibilidade dos alimentos processados — seguindo-se uma recristalizagédo lenta das moléculas de
amilopectina. Este processo de recristalizagdo da amilopectina, que leva ao desenvolvimento a longo
prazo da estrutura do gel, esta relacionado com o envelhecimento do pao (Wang et al., 2015).

Assim, o retardamento ou inibigdo da retrogradacao do amido — influenciada pelo conteido em
agua, fonte de amido, condigdes de armazenamento — € um grande desafio para a industria alimentar.
Outros componentes dos alimentos, como lipidos, hidratos de carbono, sais, proteinas e péptidos,
podem retardar este processo indesejado. O conteido em dgua tem um grande efeito na gelatinizacéo
e retrogradacdo durante o armazenamento dos alimentos, sendo a retrogradacao influenciada pelo
conteudo em amilose (Wang et al., 2015).

O amido absorve até cerca de 46% de agua durante a preparagédo da massa, mas a sua fungéo
ainda néo é clara: alguns autores sugerem que o amido atua na incorporagéo de agua na matriz proteica
da massa, enquanto outros indicam que a massa € uma rede continua de amido e proteinas; estudos
sugerem também que propriedades especificas da superficie do granulo, assim como a presenca de
enzimas amiloliticas, podem influenciar o comportamento reoldgico das massas de farinha de trigo
(Goesaert et al., 2005).

2.1.2.1.2.2 Polissacarideos ndo amilaceos

No endosperma, ainda que em quantidades menores, existem outros polissacarideos além do
amido que incluem arabinoxilanas, hemiceluloses, pentosanas, celulose, B-glucanas e glucofrutanas.
O seu conteudo é maior em farinhas com maior grau de extragdo uma vez que estes polissacarideos
se encontram em maiores quantidades na parte mais exterior do nucleo (Belitz et al., 2004, Goesaert
et al., 2005). Do ponto de vista de promogéo da saude, estes componentes podem ser designados
como fibras dietéticas (Goesaert et al., 2005).

Os polissacarideos ndao amilaceos mais abundantes sao as pentosanas, classificadas como
hemiceluloses, compostas principalmente por arabinoxilanas (co-polimeros dos monossacarideos

xilose e arabinose) (Dagdelen et al., 2007) que podem ser dividas em 2 grupos — solUveis em agua
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(1/3) e insoluveis (2/3) (Popper et al., 2006) — tendo uma estrutura composta por ligagdes -1,4 entre
residuos de D-piranosil substituidos nas posi¢gdes C(O)-3 e/ou C(O)-2 com a-L-arabinofuranosideo,
podendo estar acoplado ao C(O)-5 da arabinose acido ferulico através de uma ligagao éster (Goesaert
et al., 2005).

A estrutura e aspeto das arabinoxilanas — que resulta em propriedades fisico-quimicas Unicas
—sdo determinantes para a funcionalidade do fabrico de pao, podendo o seu impacto ser modulado por
enzimas designadas xilanases (Goesaert et al., 2005). O importante papel destas moléculas em
panificacdo relaciona-se com a sua capacidade de absorgéo de agua e interagdo com o gluten (Butt et
al., 2008). Podem ligar quase 10 vezes o seu peso em agua, sendo responsaveis por quase 30% da
capacidade da farinha de trigo absorver agua (Collins et al., 2006). Ao reforcarem a capacidade de
absorgao de agua da massa, melhoram o seu desenvolvimento e estabilidade; por outro lado, conferem
viscosidade e ao contribuirem para a elasticidade das proteinas a sua volta, podem aumentar a
permeabilidade ao gas; adicionalmente, aumentam o volume do péo, firmeza da cbdea, reduzem a
retrogradacao e, consequentemente reforcam a estabilidade durante o armazenamento e o tempo de
prateleira (Miguel et al., 2013). Apesar de serem componentes minoritarios da farinha (2-3% na farinha
de trigo) (Dagdelen et al., 2007, Zheng et al., 2011), ttm a capacidade de afetar as propriedades da
massa e do produto final (Butt et al., 2008). Assim, em perspetiva, as arabinoxilanas, com uma
predominancia de apenas 2-3% contribuem para 25% da absor¢do de agua pela massa, enquanto o
amido contribui para 40-45% ainda que corresponda a 80% dos componentes da farinha (Forman,
2004).

2.1.2.1.2.3 Proteinas

As proteinas do trigo estéo divididas em 4 grupos de acordo com o processo de fracionamento
de Osborne tendo em conta a sua solubilidade: albuminas (solluveis em agua), globulinas (soluveis
numa solugdo salina) e prolaminas, dividindo-se estas em gliadinas (soluveis em solugdes alcodlicas)
e gluteninas (insoluveis em solugdes alcodlicas) (Barak et al., 2015). Ha ainda uma fragao significativa
de proteinas que ndo se enquadram nesta divisdo uma vez que sio insolliveis em qualquer dos
solventes (Goesaert et al., 2005).

Do ponto de vista da sua funcionalidade, distinguem-se 2 grupos de proteinas: as que formam
gluten e as que nao formam (15-20%) (Goesaert et al., 2005). As proteinas s&o o principal componente
do gluten, contudo outros componentes menores, como lipidos ou pentosanas, podem estar ligados a
este por ligagbes covalentes influenciando as suas propriedades. O gliten comercial contém
igualmente amido e minerais que ndo é possivel remover e é por esse facto que o gliuten seco s6
contém 80% de proteina (Popper et al., 2006).

As albuminas e globulinas, nao estando envolvidas na formagéao de gluten, ndo tém implicagado
na capacidade panificavel de um determinado trigo e a sua composigédo nao varia entre as diferentes
variedades (Barak et al., 2015). As proteinas que formam gluten representam 80-85% das proteinas
totais da farinha de trigo e encontram-se no endosperma do grdo maduro, onde formam uma matriz
continua a volta dos granulos de amido (Goesaert et al., 2005). Estas sdo as prolaminas (conjunto de
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gliadinas e gluteninas) e a sua qualidade e quantidade na farinha de trigo confere-lhe a capacidade de
ser processada e utilizada em diversos produtos de panificacdo (Barak et al., 2015). Estas
macromoléculas sdo capazes de absorver agua até trés vezes o seu peso e sob condi¢des de stress
mecanico originarem uma rede viscoelastica responsavel pela retengido de gas durante a fermentagao
e a consequente expansdo do volume do pao (Marchetti et al., 2012).

As gliadinas atuam como plastificantes (Borght et al., 2005) sendo responsaveis pela coesao e
extensibilidade do gluten (Barak et al., 2015), carateristicas reoldgicas importantes da massa (Borght
et al., 2005), enquanto a sua forga e estabilidade é atribuida as gluteninas (Barak et al., 2015), sendo
estas aparentemente responsaveis pela resisténcia da massa a extensado (Borght et al., 2005). As
carateristicas da massa sao assim controladas pelo racio entre estes dois tipos de proteinas e a sua
remogao leva a perda das propriedades viscoelasticas da massa (Barak et al., 2015). Fatores genéticos
(tipo de trigo) e condi¢gdes ambientais afetam diretamente este racio, tendo posteriores implicagdes no
desempenho da farinha em panificagdo (Marchetti et al., 2012). Outro fator que podera afetar a
qualidade da farinha é a qualidade da fragcado de gluteninas. Apesar das diferengas nas propriedades
das gliadinas poderem afetar a qualidade da farinha, acredita-se que a diferenca nas propriedades das
gluteninas sdo mais importantes para explicar as diferengas de qualidade das proteinas do gluten no
fabrico de pao. Ainda que nao se tenha conhecimentos detalhados acerca da estrutura das gluteninas
e da sua contribuicdo para a elasticidade, & assumido que a diferenga na sua funcionalidade resulta de
variagdes na sua composi¢ao, estrutura e tamanho dos polimeros destas proteinas (Goesaert et al.,
2005).

As gliadinas sdo moléculas maioritariamente monoméricas e podem ser classificadas em 4
tipos — a-, y-, ®5- e o1,2-gliadinas — com base na sua sequéncia e composi¢cado de aminoacidos e peso
molecular. As gluteninas s&o poliméricas e consistem em subunidades com peso molecular elevado e
subunidades com peso molecular baixo (Lutz et al., 2012).

No que toca a determinacgéao das propriedades das proteinas do gluten, as ligagdes dissulforeto
sdo cruciais — ligam dois residuos de cisteina, seja dentro da mesma proteina ou em proteinas
diferentes (Lutz et al., 2012).

As proteinas do gluten (insoliveis em agua) (Borght et al., 2005) sdo hidratadas durante a
formacao da massa, e ocorre a formagao de interagbes entre as gluteninas e as gliadinas (McCann et
al., 2012), havendo a formagao de uma rede forte, coesa e viscoelastica o que permite a massa reter
0s gases originarios da fermentacao (Borght et al., 2005). Esta rede de gluten hidratada providencia

uma estrutura que sustenta os granulos de amido e aprisiona as bolhas de ar (McCann et al., 2012).

2.1.2.1.2.4 Lipidos

A farinha de trigo contém aproximadamente 2-2,5% de lipidos que podem ser divididos em
lipidos polares e apolares (Pareyt et al, 2011) em quantidades similares (Borght et al., 2005),
dependendo esta composicéo de carateristicas genéticas e ambientais mas também da moagem e do
método de extragdo (Pareyt et al., 2011). Os lipidos podem ser classificados em lipidos amilaceos —
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polares — e lipidos ndo amilaceos livres e ligados, — polares e apolares — com base na sua solubilidade
sob condig¢des especificas de extragdo (Borght et al., 2005).

A maioria dos lipidos polares (mono e digalactosildiacilgliceréis, N-acil-fosfatidiletanolamina,
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, lisofosfatidilcolina e lisofosfatidiletanolamina) esta presente no
endosperma amilaceo e corresponde a 70-75% dos lipidos totais da farinha de trigo. Os lipidos apolares
(acidos gordos livres, mono, di e triacilgliceréis) estao predominantemente presentes no gérmen e na
camada aleurona (Pareyt et al., 2011). O padrédo de acidos gordos dos lipidos da farinha consiste
principalmente em &cido linoleico (C18:2) e quantidades mais baixas de acido palmitico (C16:0) e oleico
(C18:1) (Goesaert et al., 2005).

Ainda que presentes em quantidades baixas, a qualidade do pao é significativamente afetada
pelos lipidos da farinha (Pareyt et al., 2011) principalmente os da fragdo ndo amilacea (que se ligam ao
gluten durante a amassadura), (Borght et al., 2005) uma vez que os lipidos amilaceos estao de tal forma
ligados aos granulos de amido que ficam indisponiveis para afetar o processo — até que ocorra
gelatinizagdo do amido (Goesaert et al., 2005).

O volume do pao é particularmente influenciado pela composigéo, extragdo e conteudo geral
dos lipidos da farinha de trigo (Pareyt et al., 2011). Verificou-se que os lipidos apolares provocam a
redugdo do volume do pado, sendo que os lipidos polares podem igualmente ter o mesmo efeito
prejudicial, ainda que em concentragdes mais elevadas provoquem o contrario. Assim, o racio entre
lipidos polares e apolares e o conteudo em galactolipidos dos lipidos ndo amilaceos livres, esta
fortemente correlacionado com o volume do pao (Goesaert et al., 2005). Na etapa de amassadura,
cerca de 70% do total de lipidos da farinha (a maioria lipidos livres polares e parte dos apolares) ficam
ligados ou encurralados na rede de gluten havendo uma associagdo destes com as gliadinas e
gluteninas. Estudos sugerem que ha uma interagédo entre as gluteninas e os galactolipidos, enquanto
os fosfolipidos se ligam as gliadinas (Pareyt et al., 2011). Tal situagdo pode ter um impacto positivo na
forca da rede de gluten formada (Gerits et al., 2014). Presumivelmente, esta funcionalidade dos lipidos
esta relacionada com o seu efeito na estabilidade das células de gas, sendo a influéncia positiva dos
lipidos polares atribuida a sua capacidade de formar monocamadas de lipidos na interface gas/liquido
das células de gas, levando a um aumento da retencéo deste pela massa. Além disso, os lipidos polares
podem também contribuir para as propriedades de manuseamento da massa (Goesaert et al., 2005).

Os lipidos polares presentes na farinha (fosfo- e galactolipidos) afetam entdo a estabilidade
das células de gas, tendo sobre estas um efeito positivo. Ainda que o gluten tenha sozinho a capacidade
de estabilizar as células de gas durante a fermentagéo, os lipidos atuam com este de forma sinérgica.
No entanto, foi demonstrado que os lipidos apolares, como os acidos gordos livres, podem ter o efeito
contrario e provocar uma redugdo do volume do p&o ao desestabilizar as células de gas. E possivel
ultrapassar estes efeitos danosos pela adi¢do de gordura a formulagédo do p&o, sendo esta situagéo
preferivel a retirar a gordura a farinha. Geralmente uma farinha com um elevado nivel de lipidos polares

tem melhor qualidade para panificagdo, melhorando esta com a adigdo de gordura (Pareyt et al., 2011).
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2.1.2.2 Agua

A farinha e a agua séo os ingredientes mais importantes no fabrico de pao, ja que sédo os que
mais afetam a textura e o miolo (Mondal et al., 2008).

A agua, quando adicionada a farinha, € absorvida; a farinha incha e liga-se a agua, havendo a
formacao de uma massa quando é aplicada energia mecanica (Dagdelen et al., 2007).

A maior parte das receitas de pao contém entre 60-75% de agua (Mondal et al., 2008).

2.1.2.3 Sal

Em formulagdes de massa de p&o, o sal (cloreto de so6dio) € usado para melhorar a
microestrutura, carateristicas fisicas e propriedades sensoriais do produto final. A adigdo de sal —
normalmente em concentragdes abaixo de 2% (relativamente a quantidade de farinha usada) — pode
alterar grandemente a extensao da gelatinizagao e retrogradacéo do amido durante o processamento
e armazenamento (Goesaert et al., 2005).

O efeito do sal nas propriedades reolégicas da massa esta geralmente relacionado com a
influéncia que este tem nas proteinas do gluten. Em baixas concentragbes, protege a carga das
moléculas do gluten reduzindo desta forma a repulsao eletrostatica entre as proteinas, permitindo que
elas se associem e produzam uma rede mais forte. Em concentragbes mais elevadas, o sal interage
mais com as moléculas do solvente e o seu efeito nas proteinas do gluten é primeiramente determinado
pelo tipo de ides presente (Tuhumurya et al., 2014).

Aumento da toleréncia da massa a mistura, extensao do tempo de desenvolvimento da massa
e aumento da resisténcia, elasticidade e extensibilidade da massa sdo algumas alteracdes descritas
por diversos estudos, sendo que parte do efeito de fortalecimento da massa se deve a diminuigdo da

absorcao de agua pela farinha quando o sal esta presente (McCann et al., 2013).

2.1.2.4 Levedura

Comparado com outros alimentos comuns, o pao é diferente na medida em que é um produto
fermentado, obtido pela fermentacdo dos agucares da farinha de trigo originarios do amido apés sofrer
agao de enzimas (Mondal et al., 2008).

O agente de fermentagédo mais frequentemente usado no processo convencional de fabrico de
pao é a levedura Saccharomyces cerevisiae, embora outras espécies possam também ser utilizadas
(Miguel et al., 2013).

Durante a fermentagédo o agucar é convertido em humidade e CO2. Devido ao aumento da
temperatura, o gas expande-se, funcionando como agente de isolamento, prevenindo um aumento

elevado de temperatura do miolo e a possibilidade de evaporacao da agua (Mondal et al., 2008).
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2.1.2.5 Outros ingredientes

Hoje em dia, existe a necessidade de adicionar outros ingredientes ao fabrico de pao de forma
a ir ao encontro da procura crescente por parte do consumidor de mais qualidade, conveniéncia e maior
tempo de prateleira dos produtos (Mondal et al., 2008).

Usualmente s&o usados emulsionantes (substincias que possuem simultaneamente
propriedades hidrofébicas (lipofilicas) e hidrofilicas) no fabrico do p&do com vista a fortificar a massa
e/ou tornar o miolo mais macio (Goesaert et al., 2005). Um emulsionante eficaz &€ o E472e (ésteres
mono e diacetiltartaricos de mono e diglicéridos de acidos gordos) (Dagdelen et al., 2007). Além de
emulsionantes sao adicionados outros ingredientes como enzimas, agentes antioxidantes ou redutores,
gluaten, hidrocoldides, sais minerais, aminoacidos e outras substancias para otimizar a farinha ou para
tornar a produgéo mais confiavel (Dagdelen et al., 2007).

O acido ascérbico (E300) é visto como um agente protetor contra a perda de estabilidade das
proteinas ao neutralizar a glutationa (agente redutor — “amaciador”) que ocorre naturalmente na farinha.
No inicio da amassadura, o acido ascorbico € oxidado a acido desidroascoérbico com a ajuda de
enzimas da farinha — ascorbato oxidase e glutationa desidrogenase — e assim a glutationa é oxidada
evitando o seu efeito amaciador (Dagdelen et al., 2007). No entanto, o seu efeito deve-se
principalmente ao facto de atuar como um agente antioxidante, provocando mudangas na estrutura
espacial do gluten ao oxidar os grupos sulfidril dos residuos de cisteina levando a formacao de ligagdes
disulfito intra e intermoleculares, o que confere mais forga a massa e reduz a sua pegajosidade
(Simurina et al., 2014).

2.1.3 Processo de fabrico

O processo de panificagdo ja vem sendo praticado ha bastante tempo, no entanto, apesar
disso, este ndo foi ainda totalmente compreendido (Lagrain et al., 2008) pois envolve diversas reacbes
fisicas e moleculares complexas e acopladas, que resultam numa série de alteragdes fisicas, quimicas
e bioquimicas no produto final (Miguel et al., 2013).

Da Portaria n® 52/2015 de 26 de fevereiro, pao & “o produto obtido da amassadura, fermentacao
e cozedura, em condi¢des adequadas, das farinhas de trigo, centeio, triticale ou milho, estremes ou em
mistura, de acordo com os tipos legalmente estabelecidos, agua potavel e fermento ou levedura sendo
ainda possivel a utilizagdo de sal e de outros ingredientes, incluindo aditivos, bem como auxiliares
tecnoldgicos, nomeadamente enzimas, nas condigdes legalmente fixadas” (Portaria 52/2015).

Para o fabrico de pao, os ingredientes basicos utilizados sdo: farinha, agua, agente de
levedagéo (levedura ou quimicos) e sal (Scanlon et al., 2001). Na receita, a farinha € sempre 100% e
o resto dos ingredientes sdo uma percentagem dessa quantidade por peso (Mondal et al., 2008).

O pao consiste numa estrutura sélida espumosa, instavel e elastica, que contém uma fase
continua — composta por uma rede elastica de moléculas de gluten reticuladas e polimeros de amido
lixiviados, principalmente amilose, ndo complexada e complexada com lipidos polares — e uma fase
descontinua — composta pelos granulos de amido deformados, inchados, gelatinizados e aprisionados
(Miguel et al., 2013).
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O processo genérico de fabrico de pao contempla 3 etapas: amassadura, fermentacao
(descanso e levedagdo em estufa) e cozimento (Miguel et al., 2013).

Na fase da amassadura, as particulas de farinha sdo hidratadas e cortadas e o
desenvolvimento da massa da-se quando as proteinas do gliten formam uma rede coesa continua, na
qual se encontram dispersos os granulos de amido (Miguel et al., 2013). O desenvolvimento de uma
melhor rede de gluten consegue-se geralmente com temperaturas entre 24,5-28°C, pois nestas
condi¢cdes sao favorecidas as reagdes entre as proteinas do gluten e consequentemente o seu
desenvolvimento acontece mais rapidamente (Borght et al., 2005).

Nesta etapa ha também a incorporagcao de ar, um componente importante da massa. Nas
operagbes subsequentes ndo sao geradas novas células de gas apesar da agao da levedura, logo os
ndcleos para o desenvolvimento de células de gas, que irdo compor a fase de ar do miolo, devem ser
geradas durante a mistura. O agente de fermentacdo gera gas que, devido a um gradiente de
concentragdo, se difunde para os nucleos formados, levando a expansdo das células de gas e a
redugcédo da densidade da massa. Na realidade esta visdo simplista € complicada num processo de
fabrico real, devido a natureza nao independente do crescimento das células de gas e da agéo do
padeiro (moldagem), acéo esta que visa otimizar a estrutura do miolo no produto final (Scanlon et al.,
2001).

O dioxido de carbono é gerado pela reagao de fermentagdo e acumula-se nas células de gas
existentes insuflando a matriz da massa; a maior parte desta insuflagdo acontece durante a levedagao,
ocorrendo a restante expansao durante a cozedura que leva a coalescéncia ou rutura das células de
gas (Wang et al., 2011).

Durante a fase de cozimento do pao, a rede de gliten transitéria formada na massa, transforma-
se numa rede continua e permanente devido a reticulagdo que acontece a temperaturas elevadas;
ocorre uma expansao das células de gas, de modo que o pao nado € apenas uma rede continua de
gluten mas também de gas, razao pela qual o pdo nao colapsa quando o diéxido de carbono se perde
durante a cozedura ou o posterior arrefecimento (Pareyt et al., 2011).

A massa é transformada sob a influéncia do calor, num produto poroso, faciimente digerivel e
saboroso, sendo as mudangas mais aparentes a expansao do volume, formagao da cbédea, inativagao
da levedura e das atividades enzimaticas, reticulagdo das proteinas e gelatinizagao parcial do amido
(Lagrain et al., 2008).

Quer a amassadura (processo mecanico, alteragdes fisicas), as reagdes quimicas (incluindo
reagdes de catalisagdo enzimatica) ou o efeito térmico (tempo e temperatura de cozimento), tém

influéncia na natureza e propriedades do produto final (Miguel et al., 2013).

2.1.4 Parametros de qualidade

As expectativas do consumidor sao o fator decisivo para avaliar a qualidade do pao e descrever

possiveis falhas, e variam largamente de regido para regido (Dagdelen et al., 2007).
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Na generalidade, a crosta ndo deve ser demasiado espessa e deve ser uniformemente
castanha e ndo demasiado escura, sendo que muitos consumidores a preferem mais clara (Dagdelen
et al., 2007).

O miolo deve ser igualmente claro, suave e deve manter a humidade o maior tempo possivel.
Um miolo resultante de um bom rendimento da massa, tem mais tempo de prateleira, atributo de
qualidade determinado pela velocidade de retrogradagdo do amido gelatinizado, sendo que a
fermentacdo do miolo varia com o tipo de produto final. A estrutura do miolo deve ser igualmente
elastica, o que significa que deve voltar a sua forma original quando apertado (Dagdelen et al., 2007).

O aroma e sabor do pao de trigo é suposto ser suave mas carateristico de cada tipo, com uma
definida mas nao notdria nota ao aroma da levedura, que faz parte do complexo bouquet aromatico

que nao deve ser dominado por aromas acidos ou salgados (Dagdelen et al., 2007).

2.2 Enzimas em panificagao

221 Enquadramento

A introducdo de enzimas nos processos de fabrico no setor da panificacdo e pastelaria tem
mais de um século (Stauffer, 1994) e contribuiu largamente para a evolugao deste mercado, onde estas
representam ja um segmento industrial relevante, cujos principais players sdo a Novozymes (47% do
mercado), a DuPont (21% do mercado) e a DSM (6% do mercado). Trata-se de um segmento em franca
expansdo, com uma procura cada vez maior, ndo s6 do setor alimentar como de outros (Miguel et al.,
2013).

Uma vez que estas moléculas possuem estatuto GRAS (Generally Recognised As Safe) e sao
inativadas no final do processo de panificagao/pastelaria, sdo uma boa alternativa aos aditivos
quimicos, (Dagdelen et al., 2007) pois permitem uma rotulagem mais “limpa” (Lallemand, 1996) indo
de encontro a tendéncia generalizada de procura dos consumidores por produtos naturais.

Algumas enzimas estdo presentes naturalmente no trigo e consequentemente na farinha, e
estdo envolvidas em reagdes decisivas para a qualidade do produto final; exemplos sao as amilases,
as proteinases, as lipases, a fitase, a glutationa desidrogenase, as polifenoloxidases, entre outras
(Belitz et al., 2004).

Este estudo de revisdo bibliografica que suporta o trabalho pratico a decorrer na Germen,
incidiu sobre a adicdo a farinha de 4 enzimas — a-amilase, xilanase, glucose-oxidase e fosfolipase —

como tal a revisdo limitou-se apenas a estas enzimas e sua relevancia na qualidade do produto final.

2.2.2 Fungado

Como discutido anteriormente, as proteinas do gluten influenciam grandemente a qualidade do
trigo e esta, por sua vez, é afetada por diversos fatores como: diferengas nos cultivos, danos ambientais
ou causados por insetos e condicées genéticas ou de pds-colheita. Para contornar estas questdes e
melhorar a qualidade da farinha as enzimas (Tang et al., 2014) tém sido escolhidas como aditivos ou
reguladores naturais. Uma vez que as enzimas sdo consideradas néo téxicas (Bonet et al., 2006), com

efeitos similares aos produzidos por aditivos quimicos, a sua utilizagdo na industria de panificagdo tem-
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se tornado pratica comum (Rosell et al., 2001) e conhecer mais sobre as suas carateristicas pode ajudar
ao seu uso mais eficaz por parte dos moleiros, fornecedores de ingredientes e padeiros (Lallemand,
1996).

De um modo geral a sua utilidade em panificacdo prende-se com a sua capacidade em
influenciar o volume, sabor, aroma, maciez e estrutura da cddea e do miolo, podendo também aumentar
o tempo de vida util do produto final (Queji et al., 2006). Sdo normalmente usadas em quantidades
pequenas e podem ser adicionadas individualmente ou em misturas, as quais podem atuar de forma
sinérgica (Miguel et al., 2013).

Enzimas s&o proteinas, produzidas por plantas, animais ou microrganismos, que tém como
fungdo acelerar uma reagdo quimica sem sofrerem qualquer modificagdo no decurso da mesma.
Catalisam apenas uma reagao sendo especificas para um determinado composto — a sua designagéo
tem em conta o substrato e o tipo de reagéo que catalisam (Lallemand, 1996); deste modo podem ser
usadas em pequenas quantidades, o que € também uma vantagem (Popper et al., 2006). Uma molécula
de enzima combina-se com uma molécula de substrato numa orientacgao fixa, formando um complexo
enzima-substrato e baixando a energia necessaria para a reagao prosseguir. A natureza tridimensional
deste complexo é tal que por exemplo a a-amilase hidrolisa as ligagdes glicosidicas a-1,4 da
amilopectina mas néo as a-1,6, que correspondem as ramificagdes da molécula (Stauffer, 1994). O seu
desempenho depende do tempo e condigdes como temperatura e pH uma vez que cada uma tem os
seus intervalos especificos de atuagao (Lallemand, 1996). Em geral, tém propriedades em comum com
a maioria das proteinas: sdo soluveis em agua mas ndo em solventes organicos, estdo sujeitas a
desnaturacao (desdobramento) em condi¢des extremas de temperatura ou pH — e, quando tal, perdem
a sua capacidade catalisadora —, e sao sujeitas a hidrdlise por proteases, etc (Stauffer, 1994).

O pH afeta o estado de ionizagado das cadeias laterais de certos aminoacidos e para que a
reacdo catalitica ocorra, o sitio ativo da enzima (a parte que interage diretamente com o substrato a
alterar) tem de estar no estado de ionizagdo adequado — tal acontece para um determinado intervalo
de pH designado o pH 6timo da enzima, e quando é abaixo ou acima deste a atividade enzimatica é
menor. O pH da massa de pao é relativamente constante e a utilidade de determinada enzima ira
depender em parte da correspondéncia entre o pH do meio e o pH 6timo da enzima (Stauffer, 1994).

A estabilidade térmica das enzimas é variavel, algumas perdem a sua atividade catalitica a
temperaturas baixas, enquanto outras podem resistir a temperaturas mais elevadas, pelo menos
durante um curto periodo de tempo. Abaixo da temperatura de congelagdo as enzimas tém
comportamentos diferentes, no entanto sdo poucas aquelas que sao irreversivelmente destruidas
(Belitz et al., 2004).

2.2.2.1 o-amilase

A o-amilase ocorre naturalmente no trigo em concentrages variadveis, mas em geral abaixo
das 6timas para o fabrico de pao (Lallemand, 1996), sendo as farinhas muitas vezes suplementadas
com esta enzima. Ha diferentes fontes de a-amilases diferindo na sua termoestabilidade: as a-amilases

fungicas sdo as mais termoldbeis, seguindo-se as presentes nos cereais, e finalmente as a-amilases
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bacterianas, que sdo as mais estaveis (Rosell et al., 2001). A farinha de malte pode ser usada como
suplemento, no entanto tem uma utilidade mais limitada, uma vez que também contém enzimas que
degradam proteinas, tornando o gliten mais fraco (Popper et al., 2006). Outras variagdes de perfil das
a-amilases podem ocorrer nomeadamente no nimero de locais de ligagédo e localizagdo das regides
cataliticas, determinando a especificidade do seu substrato, bem como o comprimento dos fragmentos
resultantes da hidrélise e consequentemente o perfil em hidratos de carbono do produto final (Miguel
et al., 2013).

A sua fungdo em panificagdo € ampla — aumento do volume do pao, melhoria do miolo, c6dea
e desenvolvimento de sabor — sendo por isso das enzimas mais utilizadas neste setor. Foi igualmente
demonstrado que estas enzimas interferem com o envelhecimento devido a sua capacidade de retardar
a retrogradacgao do amido durante o armazenamento do pdo, sendo esta funcao apenas atribuida as o-
amilases bacterianas com uma estabilidade térmica intermédia (Rosell et al., 2001).

Durante o cozimento do p&o ocorre o processo explicado anteriormente de gelatinizagao do
amido — a medida que a temperatura aumenta, este adquire solubilidade, aumentando a viscosidade
da massa. Acontece que quando o amido é danificado na moagem ha um aumento da absorg¢éo de
agua pela farinha o que torna a massa mais pegajosa, originando paes com menor volume e textura
do miolo alterada. Isto ocorre devido ao rompimento de algumas ligagbes do tipo pontes de hidrogénio
entre a amilose e a amilopectina e a formagao de pontes de hidrogénio entre a agua e os grupos
hidroxilo (Queji et al., 2006).

Em resposta a possibilidade de formacédo de amido danificado (as farinhas destinadas a
panificacdo podem possuir uma percentagem entre 4-8%), a industria suplementa a farinha de trigo
com a-amilase de forma a melhorar a sua qualidade tecnoldgica (Queji et al., 2006). A sua agao origina
cadeias mais curtas de agucares ao hidrolisar ligagbes glicosidicas a-1,4 (Rosell et al., 2001), gerando
produtos finais como os oligossacaridos com configuracdo o e comprimentos variaveis e dextrinas, que
séo oligossacaridos ramificados (Miguel et al., 2013).

As a-amilases fungicas ou maltogénicas sdo normalmente adicionadas inicialmente para
aumentar os niveis de acucares fermentesciveis, sendo as primeiras mais apropriadas para a
uniformizacao da farinha por serem menos termoestaveis. O uso de o-amilases e B-amilases gera
resultados diferentes, mas complementares — as primeiras degradam durante a fase de preparagéo da
massa as particulas de amido danificado em dextrinas de peso molecular menor, enquanto as
segundas convertem esses oligossacaridos em maltose que é usada pelas leveduras como agucar
fermentescivel (Miguel et al., 2013). Apds a preparacdo da massa, a levedura comeca entéo a
fermentar os agucares disponiveis em alcoois e didxido de carbono, 0 que causa o crescimento da
massa (Maarel et al., 2002).

As enzimas atuam no amido danificado presente ou naquele que sofreu gelatinizacao, pois este
encontra-se mais suscetivel ao ataque enzimatico (Rosell et al., 2001), levando a alteragéo da absorgéo
de agua, o que tem influéncia na consisténcia e extensibilidade da massa; quando a ag¢édo ocorre
durante o cozimento sobre o amido gelatinizado, ocorrem melhorias no volume e cor da cédea e miolo,
proporcionando igualmente maciez (Queji et al., 2006). Blaszczak et al. (2004) obtiveram resultados

concordantes com a adicdo de a-amilase: aumento do volume especifico do pao, bem como a
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porosidade, e uma diminuicdo na dureza e pegajosidade do miolo (Blaszczak et al., 2004). Os
polissacarideos obtidos desta atividade hidrolitica s&o necessarios a fermentagcdo, mas também
participam nas reag¢des de Maillard que ocorrem durante a cozedura (Rosell et al., 2001).

Apos o cozimento, ocorrem no pao uma série de alteragdes que levam a uma deterioragao de
qualidade — aumento da firmeza, perda de crocancia da cédea, diminui¢do do conteido em humidade
do miolo e perda de sabor — designadas de envelhecimento. As a-amilases, além de gerarem agucares
fermentesciveis para a atuagao da levedura, tém também um efeito anti-envelhecimento do pao (Maarel
et al., 2002). Blaszczak et al. (2004) reportou esse efeito distinguindo ainda a a-amilase fungica da
bacteriana, tendo esta ultima um efeito mais marcante na alteragdo das caracteristicas que levam ao
envelhecimento do pao, nomeadamente na matriz amido-proteina (Blaszczak et al., 2004).

A atividade da o-amilase pode ser influenciada por ingredientes comumente usados em
panificagao como o sal. Segundo Rosell et al. (2001) as que provém do cereal sdo menos inibidas do
que as de origem bacteriana e fungica; consequentemente nestes casos, esta inibicdo deve ser tida
em conta por forma a ajustar a quantidade de enzima adicionada. Por exemplo no caso da a-amilase
fungica, apenas se verifica 20% da atividade da enzima em concentragbes de 5 mM de sal (Rosell et
al., 2001).

2.2.2.2 Glucose-oxidase

A glucose-oxidase é uma oxi-redutase que pode ser obtida de fontes fungicas, sendo a mais
comum o fungo Aspergillus niger (Miguel et al., 2013).

Na presenca de oxigénio, esta enzima catalisa a oxidagdo da D-glucose a acido D-glucénico,
libertando-se peroxido de hidrogénio (H202), que leva a formacao de ligagdes disulfito na rede de gluten,
0 que consequentemente melhora a capacidade de manuseamento da massa e retengdo de gas e
consequentemente a qualidade do pao (Tang et al., 2014). O mecanismo pelo qual a glucose-oxidase
melhora a qualidade do pao néo esta, no entanto, ainda completamente esclarecido. Diversos autores
indicam que as propriedades reoldgicas da massa se alteram devido a formacao de ligagées disulfito
pela oxidacdo das unidades sulfidril livres das proteinas do gluten levadas a cabo pelo perdxido de
hidrogénio e a gelificagdo das pentosanas soluveis em agua (Bonet et al., 2006, Primo-Martin et al.,
2005). Decamps et al. (2012) referiu a possibilidade do perdxido de hidrogénio formado provocar
também reticulacdo entre arabinoxilanas (Decamps et al., 2012). No entanto, existe ainda alguma
controvérsia relativamente a gelificagdo e reticulagdo entre arabinoxilanas ter um efeito positivo ou
negativo, podendo este efeito ser corrigido pela co-adicdo de enzimas que atuam sobre estes
compostos como as xilanases. A combinagéo entre xilanases e glucose-oxidases € muito usada em
panificacdo, ndo estando, contudo, completamente entendido este mecanismo de sinergia (Primo-
Martin et al., 2005).

Outros estudos confirmaram igualmente que o perdxido de hidrogénio € um dos compostos
responsaveis pelas propriedades da massa. Outra situagao verificada foi a reticulagao das proteinas
soluveis em agua — albuminas e globulinas — envolvendo ligac¢des disulfito e outras (Bonet et al., 2006).
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Verifica-se também um aumento do volume do péo, efeito atribuido igualmente ao peréxido de
hidrogénio (Bonet et al., 2006) e uma melhoria na estrutura do miolo (Decamps et al., 2012).

Quando adicionada a farinha, a glucose-oxidase é referenciada como sendo responsavel por
uma massa menos extensivel e mais resistente (Pescador-Piedra et al., 2009), por exemplo pela
experimentagdo efetuada por Dagdelen et al. (2007) que verificou que esta enzima provoca
precisamente a diminuicdo da extensibilidade e origina uma massa mais firme e rigida (Dagdelen et al.,
2007).

A glucose-oxidase pode ser usada como substituto do bromato de potassio — agente oxidante
tradicionalmente usado no fabrico de pao — ja que este foi reconhecido como carcinogénico e proibido
em diversos paises (Miguel et al., 2013).

2.2.2.3 Xilanase

As xilanases sao glicosil-hidrolases que degradam material da parede celular das plantas
(xilana) ao quebrarem aleatoriamente as suas ligagdes B-1,4. A sua atividade ocorre para pH=4,5-6,5
e temperatura entre 40-60 °C, variando consoante o tipo especifico de xilanase (Butt et al., 2008).

A xilana é um componente complexo e heterogéneo da parede celular o que resulta numa gama
diversa de xilanases que variam nas suas propriedades fisico-quimicas, estrutura, modo de agéo e
especificidade do substrato (Motta et al., 2013). Como tal, para uma completa hidrélise da xilana é
necessdria uma agao sinérgica entre um conjunto de varias enzimas xilanoliticas (Butt et al., 2008). As
xilanases podem ser agrupadas em familias de acordo com semelhangas na sua sequéncia de
aminoacidos do seu local catalitico, sendo as principais familias de glicosil-hidrolases a 10 e a 11,
sendo as desta ultima as mais usadas nos processos de panificagcdo (Zheng et al., 2011).

As arabinoxilanas (os polissacarideos ndo amilaceos mais abundantes na farinha de trigo)
(Forman, 2004) consistem numa fragao soltvel em agua (20-25%) — influencia fortemente a viscosidade
do meio aquoso (Collins et al., 2006) — e numa fragao insoluvel — tem grande capacidade de retengéo
de agua e um efeito negativo na qualidade da massa, sendo prejudicial a formagao dos filmes proteicos
(glaten) (Collins et al., 2006, Forman, 2004). A natureza da fragdo ndo soluvel deve-se as interagdes
covalentes e nao covalentes com as arabinoxilanas adjacentes, proteinas e/ou com moléculas de
celulose (Collins et al., 2006). Enquanto se mostrou que as arabinoxilanas insoluveis sao prejudiciais
para a qualidade do p&o, as soluveis (sejam as naturalmente presentes ou as que sdo formadas por
hidrélise a partir das arabinoxilanas insoluveis) tém um papel benéfico (Forman, 2004).

As xilanases, usadas pela primeira vez em processos de panificacdo na década de 70, séo
largamente adicionadas como aditivos na industria, pois mostraram provocar um efeito de melhoria na
massa — mais flexibilidade, maleabilidade e estabilidade — e na qualidade do pao — maior volume e
melhor estrutura do miolo (Collins et al., 2006).

Acredita-se que a redistribuigdo de agua das arabinoxilanas da farinha para o amido e gluten é
importante, no entanto o mecanismo exato do funcionamento das xilanases ainda ndo esta

completamente elucidado (Collins et al., 2006).
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As diferencas na especificacdo do substrato, padrdes de agao, interagdes com inibidores e
capacidades cinéticas de cada xilanase, levam a que nem todas sejam eficazes para panificagao.
Atualmente é aceite que as mais adequadas s&o aquelas que sao ativas na fragcdo insolivel em agua
e pouco ativas na fragdo soluvel, solubilizando as arabinoxilanas insoluveis para as tornar
arabinoxilanas soluveis de alto peso molecular e, consequentemente, levar a uma diminuigdo da
retencdo de agua por estas, o que leva a um aumento da viscosidade. Com isto, a estabilidade da
massa aumenta (devido ao aumento da viscosidade) além de serem removidas as arabinoxilanas
insoluveis que interferem com a formagéao da rede de glaten. No produto final, esta massa mais estavel
e flexivel, a qual & mais facil de trabalhar e origina melhor oven spring (Collins et al., 2006) (crescimento
rapido da massa assim que esta é colocada no forno para cozer, devido a produgao continua de CO:
pela levedura antes desta ser destruida pelo calor) (Miguel, 2013), maior volume e melhor estrutura de
miolo (Collins et al., 2006).

Para ir de encontro a uma atividade 6tima das xilanases é importante limitar a hidrélise: um
excesso de hidrolise leva a que as arabinoxilanas soluveis percam a sua capacidade de ligagdo a agua
e o efeito € uma massa excessivamente pegajosa (Forman, 2004).

As xilanases, tém assim um grande valor em panificagdo por se ter verificado que tém
implicagdes no aumento do volume do pao, melhoria da estrutura do miolo e diminui¢gdo da viscosidade
(Butt et al., 2008).

Estas enzimas podem funcionar de forma sinérgica com as amilases (Forman, 2004),
contribuindo principalmente para o aumento do volume e diminuigdo da dureza da crosta, tal como
verificou Steffolani et al. (2012) (Steffolani et al., 2012).

2.2.2.4 Lipase

As lipases séo o terceiro grupo de enzimas mais comercializadas a seguir as peptidases e as
carbo-hidrases (Gerits et al., 2014). No entanto, o uso de lipases em panificacdo é muito mais recente
quando comparada com o uso de outras enzimas (Goesaert et al., 2001), como por exemplo as o-
amilases (Miguel et al., 2013). O seu uso pela industria tem aumentado como resultado da sua
versatilidade funcional e os seus potenciais efeitos benéficos em termos de processamento e qualidade
do produto (Gerits et al., 2014).

Estas enzimas hidrolisam as ligacdes éster dos triacilgliceréis, resultando em mono e
diacilglicerdis e acidos gordos livres; sendo que em particular lipases que removem preferencialmente
acidos gordos das posi¢cdes 1 e 3 melhoram as propriedades reolégicas da massa e consequentemente
a qualidade do produto final e podem ser uma alternativa ao uso de emulsionantes quimicos para o
fortalecimento da massa. Os efeitos das lipases sdo: o aumento da forga e estabilidade da massa, com
aumento da maleabilidade desta e como ha um aumento do volume do pao, origina-se uma melhor e
mais uniforme estrutura do miolo, além deste ficar também mais macio; podem ter ainda um efeito anti-
envelhecimento (Goesaert et al., 2005).

As fosfolipases (A1, A2, C e D) pertencem ao grupo das lipases que compreendem também as
triacilglicerol-lipases e galactolipases (Miguel et al., 2013). Os fosfolipidos sdo componentes
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minoritarios da farinha de trigo e apenas os fosfolipidos da fracdo ndo-amilacea — fosfatidilcolina,
lisofosfatidilcolina, N-acil-lisofosfatidiletanolamina e N-acil-fosfatidiletanolamina — afetam a qualidade
da massa. Durante a amassadura, o aumento de ligacdes entre lipidos ndo-amilaceos as quais estao
relacionadas com o desenvolvimento da massa, é principalmente devido a interagdes especificas entre
os lipidos e as proteinas da rede de gluten. As propriedades tecnolégicas dos fosfolipidos durante a
amassadura e fermentagdo podem dever-se a sua habilidade para modificar as propriedades fisico-
quimicas de um filme liquido envolvendo bolhas de gas (Néron et al., 2004).

A adicao de uma fosfolipase a farinha provoca alteragcées nas propriedades fisicas da massa —
proporciona uma massa com um nivel de elasticidade e extensibilidade adequado e diminui a sua
viscosidade. No produto final obtém-se um aumento de volume e um grau de suavidade adequado,
com um miolo elastico (Néron et al., 2004).

Apesar da existéncia de lipases no grao de cereais, a sua atividade na farinha é geralmente
baixa o suficiente para evitar a rancidez derivada da hidrélise dos lipidos presentes e das gorduras
usadas nos processos de panificagdo e pastelaria (Miguel et al, 2013), ja que se encontram
essencialmente no farelo € no gérmen. A farinha de trigo com um maior grau de extragéo é por isso
mais suscetivel a rancidez provocada pelas lipases enddgenas do trigo, sendo esta favorecida pelas
temperaturas elevadas e tempos longos de armazenamento (Gerits et al., 2014).

Os varios estudos levados a cabo para perceber o efeito que os lipidos presentes no trigo
desempenham nos processos de panificagdo, mostram que os lipidos polares sao os mais favoraveis
em detrimento da fragdo n&o polar (Néron et al., 2004).

Gerits et al. (2014) verificaram que com a alteragdo da composi¢do de lipidos enddgenos
aumenta o volume do pao, sendo que a extensao depende da especificidade lipases; o estudo revelou
que a hidrolise dos galactolipidos e numa menor extensédo dos fosfolipidos, afeta o volume do pao
(Gerits et al., 2014).

Durante a amassadura os lipidos interagem com as proteinas da massa, sendo que a maioria
dos lipidos ndo amilaceos livres se ligam ao gluten; os que se encontram fortemente ligados aos
granulos de amido estdo essencialmente indisponiveis até o amido estar gelatinizado. Na presenca de
lipidos a gliadina e pequenas quantidades de globulina, podem formar agregados, principalmente com
galactolipidos, sendo as proteinas assim associadas, preferencialmente incorporadas na rede de gluten
(Borght et al., 2005). Por outro lado, os acidos gordos polinsaturados sao oxidados por lipoxigenases
do trigo resultando em hidroxiperéxidos e radicais livres, compostos que podem oxidar outros
constituintes como proteinas e carotenoides, afetando as propriedades reolégicas da farinha e a cor do
miolo (Goesaert et al., 2005).

A literatura encontrada, referente ao uso de lipases em panificagao, é escassa e isso deve-se
ao facto do interesse da sua aplicagdo nestes sistemas ser mais recente. Este crescente interesse
prende-se por um lado por as lipases poderem substituir os emulsionantes por geragdo de
emulsionantes in situ em consequéncia da hidrélise dos lipidos endégenos da farinha, e além disso,
em receitas de pao, serem usadas em quantidades menores, o que em principio podera levar a uma

reducao de custos.
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Além disso, contrariamente aos emulsionantes, as lipases sendo proteinas, sao desnaturadas
durante a cozedura, ndo estando presentes no produto final, logo pela legislagdo atualmente em vigor
na EU ndo é necessario a sua declaragdo, obtendo-se uma rotulagem simplificada, normalmente

preferida pelos consumidores e pelos produtores (Gerits et al., 2014, Regulamento 1169/2011).
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3. OBJETIVOS DO TRABALHO

O trabalho desenvolvido teve como objetivos gerais o desenvolvimento de competéncias de
inovagéo e desenvolvimento na area da produgao de farinhas, farinhas corrigidas e farinhas compostas,
conferindo conhecimentos ao nivel das propriedades da farinha — determinagcdo das carateristicas
reolégicas por meio de Alvedgrafo de Chopin e determinagéo da absorgéo da agua e das carateristicas
reolégicas por meio do Farindgrafo de Brabender — e do fabrico de pado numa padaria experimental.

Como objetivos especificos pretendeu-se determinar o efeito da aplicacédo de 4 tipos de enzimas
numa farinha panificavel nos parametros de qualidade alveograficos e farinograficos e no volume
especifico do pao.

Cada uma das enzimas foi adicionada em 3 concentragdes diferentes, usadas pela empresa e
definidas segundo informacgdes de uso dos fornecedores, de forma a se perceber se diferengas entre
estas concentragbes levam a efeitos significativos do ponto de vista técnico nos parametros avaliados,
ou seja, pretendeu-se verificar se a variagdo na concentragdo da enzima afeta o parametro em analise.
Com isto, devera ser possivel a empresa otimizar técnica e financeiramente os cocktails de enzimas

usadas em algumas farinhas compostas que comercializa.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento experimental

O presente trabalho foi desenvolvido no laboratério interno e na padaria experimental da
Germen Moagem de Cereais (Senhora da Hora, Matosinhos).

O estudo proposto teve como objetivo o estudo do efeito das enzimas nas propriedades
reolégicas de uma farinha panificavel em laboratério, através da determinagdo de parametros
alveograficos e farinograficos e em padaria experimental através da determinagéo do volume especifico
do pao. Foram utilizadas amostras com concentragdes de enzima diferentes e avaliados os parametros
em estudo, tendo em vista perceber como a variagdo da concentragdo das enzimas influencia a
variagdo dos parametros reoldgicos da farinha e de qualidade do pao. Estas concentragdes foram
definidas tendo em conta informacgao disponibilizada pelos fornecedores de enzimas da Germen.

Neste capitulo descrevem-se os procedimentos usados no laboratério e na padaria para a
obtengao dos dados pretendidos. Abaixo apresenta-se um esquema representativo do planeamento

geral do trabalho pratico.

Preparagao das amostras

A\ 4 A 4
Ensaios de laboratério Ensaios de padaria
| ! !
Determinacéao Determinagéao Determinacéo do
dos parametros dos parametros volume
alveograficos farinograficos especifico

Figura 4.1 - Representacédo esquematica do planeamento geral do trabalho pratico.

4.2 Ensaios prévios a resolugao do trabalho pratico

Antes de dar inicio ao estudo propriamente dito foi necessario validar os resultados dos ensaios
de laboratorio. Para isso, durante aproximadamente 1 més, foram realizados ensaios paralelos aqueles
realizados rotineiramente no laboratério. O estudo da reprodutibilidade baseou-se entdo na
comparacao dos resultados obtidos por mim com os de uma técnica do laboratério para a mesma

s e T . P X-u
amostra. Usou-se como critério o valor estatistico z-score determinado pela férmula z — score = —

onde X é o valor obtido, u € a média e o € o desvio padrao. Este deve estar entre -2 e 2 para o resultado
se considerar valido (RELACRE, 1996); um valor positivo ou negativo indica o desvio relativamente a

média.
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No caso dos resultados dos ensaios alveograficos usou-se ainda um outro critério definido na
antiga norma NP 3181 que estabelece coeficientes de variagao para os valores de W (8%), P (8%) e G
(5%) (NP 3181, 1986).

Os resultados destes ensaios encontram-se no Apéndice A. O valor de z-score obtido foi 0,71
e -0,71 encontrando-se este dentro do intervalo definido como valido. Para os resultados alveograficos
os valores do coeficiente de variagdo encontram-se na sua maioria dentro dos limites, tendo-se
considerado os resultados validos (2/27 resultados n&o validos para o valor de W; 4/27 resultados néao

validos para o valor de P; 6/27 resultados ndo validos para o valor de G).

4.3 Materiais

4.3.1 Preparagao das amostras

A preparagdo das amostras consistiu na mistura de farinha estreme (farinha de trigo tipo 65)
com as enzimas nas quantidades pretendidas (concentragdes usadas descritas na tabela 4.1). A farinha
foi pesada numa balanga semi-analitica (Mettler Toledo, EUA) e as enzimas foram pesadas numa
balancga analitica (Mettler Toledo, EUA). Foram preparados 4 kg de amostra de forma a ter quantidade
suficiente para a realizagdo de todos os ensaios previstos. As misturas foram depois homogeneizadas

num homogeneizador (Fuchs, Suiga).

Tabela 4.1 - Concentragao das enzimas utilizadas na preparagao de cada amostra de farinha.

ENZIMA AMOSTRA CONCENTRAGAO
ppm (mg/kg)
AMO05 5
Amilase AM12 12
AM20 20
XL25 25
Xilanase XL40 40
XL65 65
G004
Glucose-oxidase G008
GO14 14
FLO8 8
Fosfolipase FL15 15
FL30 30

4.3.2 Ensaios de laboratério

Para a resolugdo dos ensaios de laboratdrio foram utilizadas as amostras previamente
preparadas. De cada amostra foi realizado um ensaio alveografico e um ensaio farinografico. Para os
ensaios farinograficos foi usada agua destilada e para os ensaios alveogréficos foi usada uma solugéo
de NaCl 2,5%. Foram realizados ensaios alveograficos e farinograficos a farinha sem adigcéo de enzima
sendo considerada esta a amostra controlo.
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4.3.3 Ensaios de padaria

Para os ensaios de padaria foram utilizados os seguintes ingredientes: farinha estreme tipo 65
(Germen) e as amostras preparadas previamente com as diferentes concentragdes das enzimas; sal
(Benzina, Portugal), melhorante de panificagdo Germix (Germen; ingredientes: farinha de trigo,
emulsionante E472e, antiaglomerante E170, agente de tratamento de farinha E300, enzimas e

regulador de acidez E341(i)), levedura fresca (Lallemand, Canadd) e agua.

4.4 Métodos

4.41 Ensaios de laboratorio

Nos ensaios de laboratério foram usados os métodos farinografico e alveografico. Estes testes
reolégicos estudam o comportamento da massa e sao realizados em equipamentos especificos,
utilizando uma pequena quantidade de massa constituida por farinha e agua ou solugéo salina no caso
do ensaio alveografico.

Durante o processo de formagcado da massa, os componentes da farinha deixam de atuar
individualmente e modificam as suas propriedades mecéanicas e plasticas. A massa apresenta-se como
um material viscoelastico, combinando simultaneamente propriedades dos sélidos — elasticidade — e
propriedades dos liquidos — viscosidade (Instituto de Ciéncia e Tecnologia d Alimentos - ICTA).

Foi realizado um ensaio de cada método por amostra e dois ensaios da amostra controlo (sem
enzima), um no inicio do estudo e outro sensivelmente a meio para perceber se existiam alteracdes
significativas ao longo do tempo durante o armazenamento, tendo-se considerado a média dos dois
resultados.

Para ambos os métodos € necessaria a determinagéo prévia da humidade das amostras.

4411 Determinacao da humidade

Humidade ou teor de agua de cereais ou produtos cerealiferos € definido na norma NP
516:2000 como a “perda de massa, expressa em percentagem, sofrida pelo produto nas condi¢des
descritas” na referida norma (NP 516, 2000).

A humidade foi determinada segundo o método interno (M.l. N° 01 — Cereais e produtos
cerealiferos — determinacdo do teor de agua pelo método rapido), que descreve um processo pratico
mais rapido do que o método de referéncia descrito na norma NP 516:2000 — Cereais e derivados —
determinacdo do teor de agua, método pratico de referéncia (que tem como referéncia a norma
internacional ISO 711 — Cereal and cereal products — determination of moisture content, basic reference
method).

O procedimento resume-se a secagem de uma porgao de amostra (4-4,800 g com aproximacgao de
0,001 g) a uma temperatura de 145 °C, utilizando uma balanga de alcance maximo de 310 g, divisao
0,001 g/0,01 g e classe de exatidao Il. A determinacéo do teor de agua das amostras é realizado em
duplicado e, se a diferenga absoluta entre os dois resultados for superior ao limite de repetibilidade r,

repete-se o resultado até que este requisito seja satisfeito. A repetibilidade r define-se como sendo a
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diferenga absoluta entre os resultados de duas determinagdes independentes, obtidas usando o
mesmo método, sobre idéntico material a testar no mesmo laboratério, pelo mesmo operador e sobre
equipamentos iguais e executados dentro de um curto intervalo de tempo e deve ser inferior a 0,20%
(MI N°1). O conteido em humidade da farinha de trigo estipulado pela legislagcdo em vigor é de 14,5%
(Portaria n°® 254/2003, 2003).

4.4.1.2 Ensaio Farinografico

O ensaio farinografico tem como objetivo a determinagdo da capacidade de absorgéo de agua
de farinhas e das carateristicas reoldgicas das respetivas massas obtidas. Este procedimento é
registado pelo equipamento como resisténcia a amassadura e origina uma curva — diagrama
forca/tempo (Popper et al., 2006).

O principio de um ensaio farinografico esta relacionado com a mistura de agua e farinha no
recipiente do equipamento, formando-se uma massa que € depois desenvolvida e enfraquecida
mecanicamente, levando a sua destruigdo por amassadura excessiva. Em termos praticos, a
determinacgéo da consisténcia (viscosidade) é importante para estabelecer a absorgao de agua de uma
farinha, que significa a quantidade de agua que tem de ser adicionada para se obter uma viscosidade
de 500 UF (valor empirico que se pensa que garanta as melhores propriedades de processamento
possiveis) (Popper et al., 2006).

Absorgédo de agua da farinha é definida como o “volume de agua expresso em ml/100g de
farinha a 14% (m/m) de humidade, necessario para produzir uma massa com 0 maximo de consisténcia
de 500 UF, sob as condigdes operatérias especificadas nesta norma”. O procedimento consiste em
medir e registar a consisténcia da massa durante a sua formacéo, desenvolvimento e enfraquecimento
(NP 3653, 2000).

Para avaliar o comportamento da massa durante a amassadura foi entdo utilizado um
farindgrafo (Brabender, Alemanha). Para isso, na amassadeira incorporou-se uma determinada
quantidade de agua e farinha e amassou-se a velocidade constante, registando-se a resisténcia que a

massa oferece ao trabalho mecénico continuo, em fungao do tempo.

Os parametros obtidos através deste ensaio foram:

1. Absorcao de agua (expressa em %): para uma amassadeira de 300 g é calculada através

(Ve+m—300)

da férmula onde ¥, € o volume de agua adicionado (ml) para produzir uma curva com

consisténcia maxima de 500 UF (tolerancia de + 20) e m é a massa (g) da toma para ensaio (dada pela
tabela contida na norma NP 3653:2000 considerando o valor da humidade da farinha) tendo em conta
a humidade da farinha (NP 3653, 2000).

2. Estabilidade (expressa em minutos): corresponde ao tempo entre o ponto onde o topo da
curva intercepta primeiramente a linha de 500 UF e o ponto onde o topo da curva centra exatamente a
linha dos 500 UF. Esta leitura pode ser feita na linha de 480 UF ou de 520 UF, através do trago de uma
linha paralela a linha de 500 UF (NP 3653, 2000). A estabilidade fornece um indicativo da resisténcia
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que a massa possui ao tratamento mecanico e ao tempo do processo fermentativo no fabrico de pao
(Instituto de Ciéncia e Tecnologia d Alimentos - ICTA).

3. Tempo de desenvolvimento da massa — TDM (expresso em minutos): corresponde ao tempo
decorrido desde o inicio da adicdo da agua até ao ponto da curva, situado imediatamente antes dos
primeiros sinais de decréscimo da consisténcia (NP 3653, 2000). Na pratica, o tempo de
desenvolvimento indica o tempo que o padeiro dispde para determinar a quantidade da percentagem
de absorgéo de agua da farinha que esta a trabalhar, de modo a deixar a massa com a consisténcia
ideal para o fabrico de pées (Instituto de Ciéncia e Tecnologia d Alimentos - ICTA).

4. indice de tolerancia & mistura — MTI (expresso em unidades farinograficas — UF):
corresponde a diferenga entre o topo da curva no pico e o topo da curva medido 5 minutos apds o pico
ser alcangado (Instituto de Ciéncia e Tecnologia d Alimentos - ICTA).

5. Amolecimento da massa — TMD: decréscimo da consisténcia da massa apos 10 ou 20
minutos de mistura. Diferenga entre a consisténcia ao tempo de desenvolvimento da massa (meio do
diagrama no seu maximo) e a consisténcia (meio do diagrama) apés 10 e 20 minutos (20 minutos é
usado apenas para farinhas fortes com uma elevada estabilidade) da mistura em unidades
farinograficas (Brabender, 1985). Este valor foi medido ap6s 20 minutos de mistura para todos os

ensaios.

4.4.1.3 Ensaio Alveografico

O principio do alveégrafo baseia-se no comportamento da massa, obtida da mistura de farinha
€ uma solugao salina, avaliado durante a sua deformagao. Um disco desta massa é submetido a uma
corrente de ar constante, formando uma bolha que ao fim de uns segundos de acordo com a sua
extensibilidade, rebenta; as mudancgas na massa sao medidas e registadas na forma de uma curva que
se designa de alveograma (ISO 27971, 2008). O alveograma descreve o trabalho extensional da massa
(W), entendido como a capacidade de retengao de gas. Numa interpretagdo mais profunda, a altura da
curva (P) significa a resisténcia a extensao ou elasticidade e o comprimento (L) a extensibilidade; a
resisténcia em fungao da extensibilidade (P/L) descreve as propriedades viscoelasticas da massa. A
partir destes parametros é entdo possivel determinar as carateristicas panificaveis de uma farinha de
trigo (Popper et al., 2006).

O procedimento completo encontra-se descrito na norma ISO 27971:2008 — Cereals and cereal
products — Common wheat (Triticum aestivum L.) — Determination of alveograph properties of dough
at constant hydration from commercial or test flours and test milling methodology, abaixo representado

de uma forma simples.

Tabela 4.2 - Etapas do método alveografico (Chopin, 2006).
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O método envolve uma extenséo biaxial da amostra de massa (agua, sal e farinha) que, pela
agao de pressao de ar, desenvolve-se na forma de uma bolha. Este método de expansao simula a
deformagéo da amostra de massa quando sujeita a influéncia da produgéo de gas de origem biolégica
ou quimica.

Para assegurar a repetibilidade e a reprodutibilidade dos resultados, a amostra é dividida em 5
sub-amostras idénticas, para analises sucessivas, sendo que se uma das curvas € nitidamente
diferente das outras, em particular verificando-se um rebentamento prematuro da bolha, ndo deve ser

tida em consideragéo nos resultados finais (Chopin, 2006).

Utilizando-se um alveografo (Chopin, Franga) preparou-se uma massa de farinha e solugéo de
cloreto de sodio (2,5%) da qual se obtiveram 5 pegas em forma de disco. A quantidade de solugéo a
adicionar corresponde ao valor direto da humidade da farinha usando a pipeta prépria do equipamento,
ja com o devido ajuste a tabela fornecida pela norma ISO 27971:2008. Ap6s um periodo de repouso
numa camara de fermentacao, cada uma das pegas foi insuflada de ar, formando-se uma bolha que
estendeu a massa até a sua rutura. Os paradmetros obtidos através deste ensaio foram:

1. Tenacidade — P (expressa em mm): corresponde a pressdo maxima no interior da bolha e
esta relacionada com a resisténcia a deformagéo (rigidez). O valor de P ¢ igual a média das ordenadas
maximas, multiplicada por um fator K=1,1 (ISO 27971, 2008).

2. Extensibilidade — L (expressa em mm): corresponde a longitude da curva representada no
alveograma (Método interno M.I. N° 5 — Cereais e produtos cerealiferos — moenda de trigo para
determinacao das propriedades alveogréaficas com base na ISO 27971:2008).

3. indice de Insuflagdo — G: Este valor corresponde & média dos indices de insuflagdo do
alveograma e esta relacionado com as abcissas de rutura “L” (G = 2,226vL) (Chopin, 20086).

4. Forga da farinha — W (expressa em 10 J): representa a energia necessaria para a
deformagéo da bolha até a sua rutura e é representada pela area da curva do alveograma (Método
interno M.l. N° 5 — Cereais e produtos cerealiferos — moenda de trigo para determinagédo das
propriedades alveograficas com base na ISO 27971:2008).

5. Relagao tenacidade/extensibilidade — P/L: Esta relagdo é convencionalmente aceite por
retratar o equilibrio das curvas (Chopin, 2006).

6. indice de elasticidade — le (expressa em %): Este valor retrata a razéo existente entre a
pressdo na bolha apds terem sido aplicados 200 cm? de ar e a pressdo maxima P. Este volume de ar

corresponde a um comprimento “L” de 40 milimetros ou a um indice de insuflagdo “G” de 14,1.

Expressa-se em mmH:20 e é sempre inferior a 100%. Assim temos que Ie(%) = % (Chopin, 2006).
4.4.2 Ensaios de Padaria
4.4.2.1 Fabrico do pao

A receita utilizada para o fabrico dos paes encontra-se descrita no Apéndice J, bem como todo
o procedimento efetuado em cada ensaio. Para cada amostra (incluindo uma amostra controlo — sem

adigdo de enzima) foram produzidos 4 paes. As amostras da mesma enzima foram produzidas no
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mesmo dia bem como uma amostra controlo, com o intuito de reduzir a variabilidade do processo
relacionada com questdes ambientais como temperatura e humidade que afetam o processo, e desta
forma poder fazer uma comparagao mais fiavel.

Foi utilizado 1 kg de farinha, obtendo-se uma massa de aproximadamente 1,6 kg.

Os ingredientes foram pesados numa balanga semi-analitica (Mettler Toledo, EUA) e de
seguida misturados numa amassadeira (Ferneto, Portugal). O programa de amassadura teve a duragao
total de 9 minutos sendo que os primeiros 2 foram a uma velocidade mais lenta para homogeneizagao
dos ingredientes e absorg¢édo da agua e os restantes 7 a uma velocidade mais rapida para o trabalho
mecanico da massa. Inicialmente foram misturados os ingredientes secos com excegéo da levedura,
adicionando-se a agua ap6s 10 segundos; a levedura foi adicionada apdés 4 minutos do inicio do
programa.

De forma a perceber qual a variagdo em termos de temperatura e humidade existente no
processo foi controlada a temperatura final da massa, a temperatura e humidade ambiente, a
temperatura da agua e a temperatura da farinha, usando um termémetro (Thermocoax, Franga) e um
higrometro (Sufft, Alemanha), apresentando-se estes resultados no Apéndice H. Decorrido o tempo de
amassadura a massa foi dividida manualmente em por¢des de 400 g utilizando uma balanga semi-
analitica (Mettler Toledo, EUA). Cada uma das porgdes foi moldada manualmente e usando um
equipamento proprio para enrolar a massa (Ferneto, Portugal) de forma a obter-se o formato desejado
para colocar nas formas (formas de bolo inglés). As formas foram de seguida colocadas em estufa
(Ramalhos, Portugal) por 75 minutos, de forma a haver crescimento do volume da massa. Apds o tempo
de fermentacao em estufa (Ramalhos, Portugal), as formas foram colocadas no forno de lar (Ramalhos,
Portugal) programado para 210 °C durante 15 minutos. Por fim, os pdes foram desenformados e
deixados a arrefecer durante 1 hora a temperatura ambiente antes de ser determinado o seu volume.

Este procedimento encontra-se resumido no Apéndice J.

4.4.2.2 Determinagao do volume especifico

O volume do pao foi determinado utilizando o método de deslocamento de sementes. Foi

medido o volume dos 4 paes e determinada a média dos volumes. O volume especifico foi determinado

pela equagao Ve = % ,

onde Ve = volume especifico (cm®/g)
V = volume da amostra (cm?)

m = massa da amostra (g)
4.4.2.3 Outras determinagdes: cor da crosta e estrutura do miolo

A cor da crosta e a estrutura do miolo foram observadas apenas do ponto de vista sensorial

sem recorrer a nenhuma metodologia analitica.
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4.4.2.4 Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados obtidos realizou-se com o sotware StatPlus (Macintosh,
EUA). A relacao entre a variagdo da concentragdo de cada enzima e a variagdo entre os parametros
estudados em laboratério e padaria foi obtida pela determinagao do coeficiente de correlagao linear de

Pearson.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaios de laboratorio

Os resultados obtidos nos ensaios de laboratério encontram-se no Apéndice C (método
farinografico) e D (método alveografico). De todos os parametros analisados nos métodos reoldgicos
serao apenas analisados os mais importantes para a determinagdo das carateristicas da farinha,
nomeadamente a absorgao de agua e a estabilidade e a tenacidade (P), extensibilidade (L), equilibrio
da curva (P/L) e forga (W), para o método farinografico e alveografico, respetivamente. Abaixo
encontram-se os graficos representando estes resultados.

Os graficos pretendem dar uma representagao mais direta das variagdes encontradas para
cada um dos parametros, ndao sendo, no entanto, o objetivo do trabalho comparar estes valores
isoladamente, nem entre enzimas, nem entre concentragbes da mesma enzima. Estes dados foram
posteriormente tratados tendo-se obtido os coeficientes de correlacdo entre a variavel concentragéo e
cada um dos parametros, tratamento esse sim que sera alvo de analise com vista a serem tiradas as

conclusdes previstas.

Tenacidade (P mmH20)

Média Controlo # 65,7
AMOS | 88,0
AM12 | ‘ ‘ ‘ . s
AM20 * 679
XL25 | 89,3
XL40 1 | | | | 91,7
XL65 % 828
G004 | 9,7
G008 | ‘ | | | 893
Go14 # 05,3

FLO8 1 93,6
FL1S | ‘ ‘ ‘ -
FL30 —
0 20 40 60 80 100 120

Figura 5.1 - Grafico com os valores da tenacidade (P) obtidos pelo método alveografico para cada uma

das amostras.
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Extensibilidade (L mm)

Média Controlo # 67,7
AMO5 1 72,7
AM12 | 769
AM20 82,9
XL25 | 73,5
XL40 | | | | 76,3
XL65 # 58
G004 | 69,6
G008 | ‘ | | 709
GO14 # 64,2
FLO8 1 68,4
FL15 1 72,7
FL30 69,1

0 20 40 60 80 100

Figura 5.2 - Grafico com os valores da extensibilidade (L) obtidos pelo método alveografico para cada

uma das amostras.

Forga (W 1074))

Média Controlo
AMO5
AM12
AM20 167,4
XL25 1 200,6
X140 | \ \ \ \ \ 2092
XL65 # 1%7,4
G004 | 202,7
G008 ] ‘ ‘ ‘ ‘ 194,7
GO14 # 195,7
FLO8 1 197,5
FL15 1 192,0
FL30 182,2

0 40 80 120 160 200 240

Figura 5.3 - Grafico com os valores da forga (W) obtidos pelo método alveografico para cada uma das

amostras.
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Equilibrio da curva (P/L)

Média Controlo
AMO5
AM12
AM20

XL25
XL40
XL65
G004
G008
GO14
FLO8
FL15
FL30

Figura 5.4 - Grafico com os valores do equilibrio da curva (P/L) obtidos pelo método alveografico para

cada uma das amostras.

Absorgdo de agua (%)

Média Controlo W 616
AMOS | 62,0
AM12 1 60,8
AM20 59,0
XL25 | 606
XL40 | ‘ | | | | 603
XL65 % 59,1
G004 | 61,3
G008 | | | | | | . o
GO14 % 614
FLO8 | 61,7
FL1S | 616
FL30 60,6

0 10 20 30 40 50 60 70

Figura 5.5 - Graficos com os valores de absorgédo de agua obtidos pelo método farinografico para cada

uma das amostras.
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Estabilidade (min)
Média Controlo # 69
AMOS | 63
AM12 | ‘ ‘ 51
AM20 d 20 ‘
XL25 | 75
XL40 | | | | 79
XL65 * 7,
G004 | 89
G008 | | | | T
GO14 # 104
FLO8 | 82
FLIS | ‘ ‘ ‘ ‘ 89
FL30 —
0 2 4 6 8 10 12

Figura 5.6 - Grafico com os valores de estabilidade obtidos pelo método farinografico para cada uma

das amostras.

Como referido atras, o objetivo do trabalho n&o era relacionar diretamente cada uma das
concentragbées com os parametros reolégicos, mas sim perceber apenas se a sua variagao afeta mais
ou afeta menos o parametro em analise e como tal ndo foram realizadas réplicas dos ensaios. Para
isso, foram determinadas as retas de regressédo apresentadas no Apéndice E através das quais se
consegue ter uma percecao da relagéo existente entre as variaveis. Para analisar com mais rigor essa

relagao foram calculados os coeficientes de correlagao que se apresentam na tabela abaixo.

Tabela 5.1 - Coeficientes de correlagao ensaios de laboratério.

Enzima Tena(clii)dade Extens(iISiIidade F&:Ig;a Eguu:\lliabl('i:/ Ifl)a %besg;%io Estabilidade
Amilase -0,99 1,00 -0,90 -0,99 -0,92 -0,97
Xilanase -0,91 0,88 -0,55 -0,96 -0,99 0,42
Glu-oxidase -0,19 -0,50 -0,80 0,21 -0,33 -0,94
Lipase -0,91 0,34 -1,00 -0,77 -0,89 0,71

Da analise dos coeficientes de correlagao obtidos pode-se entéo aferir acerca da relagédo entre
a variagao da concentragio da enzima e a variagao do parametro em causa.

Considerando-se significativo um coeficiente de correlagao acima de 0,90 verifica-se que a
variagdo na concentragdo da amilase é a que tem influéncia sobre mais paradmetros. Todos os
parametros tém uma correlagdo negativa com a concentragédo a excecao da extensibilidade que tem
uma correlagdo positiva, ou seja, quando a concentragdo aumenta a extensibilidade também aumenta.

Por outro lado, a variagao na concentragao de lipase afeta menos os parametros analisados, tendo-se
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obtido um coeficiente de correlagdo (negativo) superior a 0,90 apenas para o parametro estabilidade.
A variagao na concentragao da lipase tem influéncia sobre a tenacidade e a forga, apresentando um
coeficiente de correlagdo negativo. A variagdo na concentragao da xilanase tem influéncia sobre a
tenacidade, sobre a relacao entre tenacidade e extensibilidade (equilibrio da curva) e sobre a absorgéo
de agua, apresentando um coeficiente de correlagédo negativo.

Por sua vez, a glucose-oxidase é a enzima que apresenta valores de correlagdo mais baixos,
com excegao do parametro estabilidade. Tal indica que o valor da sua concentragdo tem uma menor
influéncia sobre os parametros analisados.

Tendo em conta que a empresa usa a mistura destas enzimas nos cocktails que adiciona as
farinhas compostas, estes resultados podem ser extremamente Uteis para avaliar quais a otimizagbes
a fazer se se pretender manipular determinada carateristica da farinha. Por exemplo, uma determinada
farinha aditivada com um determinado cocktail tem de absorgdo de agua x; se a empresa pretender
aumentar este valor sabe que provavelmente diminuindo a concentragao de xilanase tera mais sucesso
do que se alterar a concentragado de qualquer uma das outras enzimas, uma vez que o coeficiente de

correlagao entre a concentragdo de xilanase e o parametro absorgéo de agua é -0,99.

5.2 Ensaios de Padaria

5.2.1 Volume especifico

Os resultados obtidos nos ensaios de padaria encontram-se no Apéndice D e no grafico abaixo
onde estao representadas as barras de erro (desvio padrao) para as 4 réplicas. As figuras 5.8 a 5.11
dao outra percecgéao dos resultados obtidos. Verifica-se que tendencialmente o volume do pdo aumenta
quando comparamos o “pao controlo”, com os paes elaborados com farinha adicionada de cada uma
das enzimas. No entanto, para se poder avaliar rigorosamente qual o aumento do volume do p&o com
a adigao das enzimas teria de se ter feito varias réplicas do ensaio. O objetivo do trabalho nao era tirar
conclusdes relativamente a melhor concentracdo a usar, mas, tal como nos ensaios de laboratério,
pretendia-se apenas perceber a extensdo da variagdo no volume do pdo com a variagdo da

concentragado da enzima.

Volume especifico (cm3/g)

I =

o Fr N W H» UT O N 0
CTRUAM s
AMO5 1 H
AM12 1 =
AM20 1
CTRL XL
XL25 1 =
XL40 1 i
XL65 1
CTRL GO
G004 1 H
G008 1
G014 |
CTRL FL
FLO8 1 H
FL15 1
FL30. | —

Figura 5.7 - Grafico com os valores de volume especifico do pado obtidos para cada amostra.
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Figura 5.8 - Paes elaborados com farinha aditivada com a-amilase.

Figura 5.9 - Paes elaborados com farinha aditivada com xilanase.

Figura 5.10 - Paes elaborados com farinha aditivada com glucose-oxidase.

R e e ‘ 2 W s

Figura 5.11 - Paes elaborados com farinha aditivada com fosfolipase.
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Dos resultados obtidos calcularam-se os coeficientes de correlagdo apresentados abaixo. Para
este calculo ndo foram considerados os resultados do volume do “p&o controlo” uma vez que os

coeficientes de correlagao obtidos dessa forma eram extremamente baixos.

Tabela 5.2 - Coeficientes de correlagdo ensaios de padaria.

Enzima Volume
(cm¥g)
Amilase 0,68
Xilanase 0,99
Glu-oxidase 0,13
Lipase -0,81

Da analise dos coeficientes de correlagdo obtidos pode-se aferir acerca da relagdo entre a
variagdo da concentragao da enzima e a variagdo do volume do pao; ou seja, quanto maior o coeficiente
de correlagdo mais influéncia a alteragdo da concentragao tera no volume do péao.

Considerando-se significativo um coeficiente de correlagdo acima de 0,90 verifica-se que a
variagdo da concentragdo de xilanase é o que ira influenciar mais o volume do p&o seguindo-se a
concentracdo da lipase e da amilase. Uma alteracao na concentragcéo da glucose-oxidase praticamente
ndo ira afetar o volume uma vez que o coeficiente de correlagdo é muito baixo. A excecdo da lipase,
todas as enzimas correlacionam-se positivamente com o volume o que quer dizer que o aumento da

concentragao leva ao aumento do volume do pé&o.

5.2.2 Outras determinagodes: cor da crosta e estrutura do miolo
5.2.2.1 Cor da crosta

Figura 5.13 - Aspeto dos paes elaborados com farinha aditivada com xilanase.
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Figura 5.15 - Aspeto dos paes elaborados com farinha aditivada com fosfolipase.

Pela analise visual das fotografias dos paes nas figuras 5.12 a 5.15 pode verificar-se que a
enzima que se nota ter um maior efeito na cor da crosta é a amilase. Este resultado era expectavel
uma vez que tal como desenvolvido na revisdo bibliografica sabe-se que a amilase ao hidrolisar a
amilose e amilopectina do amido origina agucares menores que vao participar posteriormente nas
reagdes de Maillard e assim contribuir para o “acastanhamento” da crosta do p&o. Seria importante no
futuro utilizar um método analitico para poder avaliar com maior rigor as alteragdes na cor da crosta

observadas.

5.2.2.2 Estrutura do miolo

Pela analise das figuras 5.8 a 5.11 apresentadas na secg¢ao 5.2.1 verifica-se que de modo geral,
comparativamente com o pao controlo, ha um aumento do tamanho dos alvéolos para todas as
enzimas. Esta avaliagdo visual &€, no entanto, bastante subjetiva, sendo necessaria a utilizagdo de

métodos analiticos se se pretender tirar conclusbes mais rigorosas.

52



6. CONCLUSAO

Com este trabalho foi possivel verificar na pratica a influéncia de algumas enzimas nos
parametros reolégicos da farinha e no volume do péao.

Foram estudadas algumas enzimas usadas pela Germen nos cocktails que fabrica para a
producao de farinhas compostas, com vista a que a empresa possa otimiza-los quer do ponto de vista
técnico quer do ponto de vista financeiro. Para isso foram realizados ensaios em laboratério e em
padaria experimental tendo-se obtido resultados para cada um dos parametros em estudo para cada
uma das concentragdes para as diferentes enzimas. O objetivo principal do trabalho pratico foi cumprido
uma vez que os resultados permitiram tirar conclusdes acerca da correlagdo existente entre a
concentragado das enzimas e os parametros reolégicos e de padaria.

Verificou-se que das 4 enzimas estudadas, a variagdo da concentragdo da amilase é a que vai
afetar mais carateristicas da farinha; um aumento da concentragdo desta enzima afeta negativamente,
ou seja, leva a diminuicdo dos parametros considerados de maior interesse, nomeadamente a
tenacidade, a extensibilidade, a relagédo entre a tenacidade e a extensibilidade, a absorgéo de agua e
a estabilidade. No que diz respeito ao volume do pao verificou-se que a enzima cuja variacdo da
concentragcdo mais afeta este parametro é a xilanase, concluindo-se que um aumento da concentragao
desta enzima ira influenciar positivamente o volume do pao.

De acordo com os interesses da empresa, esta devera usar estes resultados para poder
otimizar os seus cocktails e alterar a sua composi¢ao de forma a ir de encontro ao que pretende obter
como produto final. Uma vez que néo foi facultada a composigédo dos cocktails usados, néo é possivel
especificar mais ao que na pratica deve corresponder esta alteragao.

Foi igualmente avaliada a alteracdo ao nivel da cor da crosta e da estrutura do miolo. Esta
avaliagao foi apenas visual carecendo da utilizagdo de um método analitico que permita tirar conclusdes
mais rigorosas acerca destas varia¢des, que se sugere planear como trabalho futuro a desenvolver.
Como € sabido, as enzimas possuem efeitos sinérgicos e o estudo do efeito essa sinergia pode ser
também tema de préximos trabalhos neste ambito.

No que diz respeito ao estagio no global, este trabalho na Germen permitiu-me contactar com
uma realidade industrial nova e adquirir conhecimentos especificos em produgéo de farinhas, farinhas
corrigidas e farinhas compostas, e suas propriedades — ensaios reolégicos em laboratério para
determinacao das carateristicas reoldgicas por meio de um Alvedgrafo de Chopin e determinagéo da
absorcao de agua e das carateristicas reoldgicas por meio de um Farindgrafo de Brabender — e no
fabrico de pdo numa padaria experimental, trazendo um grande contributo @ minha formacao na area

da investigacdo alimentar.
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7. APENDICES
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APENDICE A - Resultados da validagdo dos ensaios de laboratério — método farinografico

Técnico Amostra Farinha N° H. (%) @ vol (ml) | Abs (%) Media Desvp | Est(min) Media Desvp 2;3":/') Media Desvp  MTI (UF) Media Desvp Media Desvp
;i;gim 1 1 13,7 1;2 22 58 0,00 156 18 0,28 8:? 08 0,14 ;g 60 14,14 138 125 7,07
feomeo | 2 1405 — 12 gg:‘;g 58,505 | 0,23 g:? 3,95 0,35 1.3 115 | 021 gg 35 7,07 o 95 7,07
;‘;g;ic" 2 3 13,85 12(1) 6%?2 60,1 0,14 ;g 75 0,00 1 1 0,00 ‘2‘8 30 14,14 Eg 120 0,00
;ﬁ;;ico 2 4 14 1;2 55%?33 59,315 | 0,02 8’?3 8,15 0,21 31‘7 2,35 1,91 gg 25 7,07 19000 95 7,07
gi‘f"igim 2 5 14,05 1;2 gg:ig 59,43 0,00 7”33 7,65 0,49 11’2 1,1 0,14 ig 35 7,07 19200 105 21,21
Looneo 2 6 14,05 125 62‘;3 64,165 | 0,23 ?:i 8,45 1,48 2 4 0,00 o 40 0,00 n 75 7,07
gi?igim 2 7 13,7 12(1) gg:g 59,9 0,00 3"‘8 39 0,14 g:g 0,65 0,21 4518 45 7,07 gg 120 0,00
gi?igico 2 8 13,9 1;; 558%96 58,73 0,24 8?5 8,25 0,35 1 1 0,00 gg 30 0,00 118 110 0,00
gizgim 2 9 13,75 1;? 569({113 50,765 | 047 s:? 6.8 0,42 21‘ - 17 0,99 ‘1‘8 25 21,21 188 105 7,07
giggim 2 10 13,8 121 gg:l 60,1 0,00 ?g 6,35 120 11’6 13 0,42 jg 40 0,00 gg 120 0,00
gi?igim 2 11 13,8 128 gg;; 59,77 0,00 4?6 48 0,28 01’7 0,85 0,21 gg 55 7,07 158 125 7,07
gi?igico 2 12 13,5 12? gg:‘;s 59,6 0,24 g:? 6,6 0,14 ?g 0,85 0,49 gg 40 14,14 128 145 7,07
gizgim 2 13 14 128 gg 60 0,00 7?1 7,55 0,64 4“12 4.1 0,14 gg 20 0,00 1;8 105 7,07
;ﬁ;gim 2 14 13,95 128 gg 60 0,00 555 5,25 0,35 11’6 13 0,42 28 40 0,00 188 100 0,00
gi;gim 2 15 13,7 12; 660(?;113 60,265 | 0,23 673 6,65 0,49 11’3 1,15 0,21 gg 35 7,07 128 140 0,00
;‘zzgim 1 16 13,8 128 gg;; 59,77 0,00 $$ 7,95 0,35 2:3 58 0,57 gg 20 0,00 19000 95 7,07
gizgim 1 17 13,65 gg gg:gg 5083 | 071 g:‘s‘ 5,45 1,48 ?:g 135 | 078 ‘3‘8 35 7,07 128 140 | 14,14
;i;gim 2 18 14,4 132 gg:g 508 | 000 g:g 455 1,34 ! 1 0,00 gg 625 | 17,68 128 135 7,07
gi;gim 2 19 13,9 128 gg:g 59,9 0,00 5"‘6 48 1,13 (1):2 1,05 0,78 gg 35 7,07 128 140 0,00
;‘zzgim 2 20 14 12? 63%3 60,165 | 0,23 32 8 0,71 g 5 1,41 28 35 21,21 188 100 0,00
gizgim 2 21 14,5 123 gi 64 0,00 g 8,5 0,71 2 45 0,71 ‘3‘2 375 | 1061 ;8 75 7,07
gi‘f’igi“ 2 22 13,85 128 gg:g 509 | 000 ;;g 7,55 0,07 355 4,25 1,06 gg 35 21,21 19000 95 7,07
;ﬁ}igim 2 23 13,95 128 gg 60 0,00 7% 7,95 0,07 4"‘7 4,35 0,49 58 20 0,00 19200 105 21,21
;izgi“’ 2 24 13,45 123 gg:l 60,1 0,00 3?5 2,75 1,06 ?:i 0,95 0,64 28 50 14,14 128 145 21,21




APENDICE B - Resultados da validagdo dos ensaios de laboratério — método alveografico

Técnico | Amostra FarinhaN° | H (%) P (mmH20) | Media | Desvp | L (mm) Media | Desvp G Media | Desvp | W (107-4J) Media | Desvp| P/L | Media Desvp | le (%) | Media Desvp p(mm) Media Desvp

Teonico 2 1 13,8 gg:g 88 | 1,70 gg:i 694 | 134 12:: 186 | 0,21 138:; 191 | 028 1:53 127 | 0,04 jg:g 414 | 064 32:‘7‘ 246 | 021
Teonico 2 2 14,05 gz:g 86 | 2,12 3;:? 789 | 389 fg:l 19,8 | 049 gf’;? 222 | 13,36 11?: 1,09 | 003 jg:g 483 | 042 ;gg 283 | 007
;izzm ! 3 14,15 18;:2 105 | 523 19033,64 98,6 | 6,79 gf:g 22,1 | 0,71 g}g? 315 | 1,98 ?1?2 1,07 | 0,13 igﬁ 497 | 078 3?3 30,5 | 1,77
Loonico 1 4 14,4 ]ggi 103 | 064 1;5()"77 103 | 10,61 g?:g 226 | 1,13 ggi:g 339 | 19,73 ?zgg 101 | 011 223 535 | 035 gg:g 335 | 2,12
Teonico 3 5 14,05 gz:; 90,9 | 530 3;:? 792 | 297 fg:; 198 | 042 (288 1 224 | 1075 1:% 115 | 011 jg:g 454 | 0,78 ;g:g 269 | 2,90
;i;’;icm 6 14,1 1%66711 101 | 6,86 19037’51 100 | 9,62 221?’5 223 | 1,06 gg?:g 304 | 3,61 1?’193 1,02 | 0,16 igq 491 | 1,41 3%77 289 | 2,62
;izzm ! 7 14,15 182;:2 104 | 3,18 182:? 107 | 219 ggg 231 | 0,21 ggfi 328 | 4,31 8:32 0,97 | 0,01 ‘5"13:1 498 | 1,91 g?:g 286 | 0,99
foonico | 8 13,85 19081'?8 100 | 2,05 190; 1 101 | 488 gf:; 223 | 057 ggi:é 304 | 0,99 (1)132 1 | 007 jg:g 494 | 0,71 %g 288 | 219
Toonio 3 9 13,65 1%%?4 996 | 537 gg:g 07,7 | 297 gf:g 22 | 028 %ijg 285 | 13,44 ?:gg 102 | 008 j?:g 473 | 071 5‘7‘:2 261 | 247
gi}’i’;co 3 10 14 g;:; 90 | 247 ;g; 76,9 | 1,70 13:1 19,6 | 0,21 ggg? 216 | 9,62 Hs 1,18 | 0,01 ﬁ:g 444 | 028 gg; 258 | 042
gi‘f’i’;co 3 1 13,85 182:2 106 | 1,34 gg:i 922 | 460 221?7 214 | 049 gg?:g 300 | 976 Hg 115 | 0,04 jg:g 49,0 | 0,64 g;g 303 | 1,41
foonico | 12 13,85 &9 92 | 2,90 gg:z 711 | 375 12:1 188 | 049 (201 :g 202 | 0,07 133 13 | 011 ﬂ:? 414 | 035 gg:g 247 | 148
Leonico | 13 13,65 ]g;; 108 | 0,71 93?5 08 | 389 24 217 | 042 331187 312 | 332 ”: 114 | 0,04 ig:; 49,2 | 1,34 g;:g 305 | 1,63
gi‘f’i’;co 1 14 14,65 gg:g 89,3 | 2,33 gg:g 684 | 2,69 1% 184 | 042 ngg 194 | 0,71 12? 131 | 008 ﬁ:; 423 | 057 ;g:g 26,2 | 0,99
gi‘f’i’;co ! 15 14,3 19071 9 | 2,83 18?:? 104 | 4,03 222?’4 2,7 | 042 gggjg 315 | 15,98 8:22 096 | 001 212 514 | 014 ;g:i’ 291 | 042
Jocnieo 2 2 13,9 2;:2 87,7 | 0,21 ;g:g 739 | 007 13:1 19,1 | 000 (1224 197 | 255 “S 119 | 0,01 j;:? 41,7 | 057 22;9 235 | 064
Loonieo | 17 14,4 233 88 | 042 ggﬁ 662 | 11,38 22 181 | 156 228 | 191 | 21,78 1;? 135 | 023 1‘3‘:? 436 | 0,64 gg; 275 | 2,55
gi‘;‘l’:"o 1 18 14,1 898'71 926 | 629 62 —1 686 | 346 12:? 18,5 | 049 21)%?6 200 | 7,50 1:‘2“7‘ 136 | 0,16 11:2 418 | 021 3‘7‘:‘; 26,1 | 2,40
gi‘f’i’;"o 1 19 14,25 g;:g 98 | 085 182’:2 103 | 0,78 gg:g 226 | 0,07 239355 204 | 1,06 gjgé 0,95 | 0,01 12:? 483 | 0,28 32; 257 | 085
Joonieo | 20 13,85 886?4 842 | 311 ??:? 80 | 4,03 fg:g 199 | 057 2%?81 202 | 2,90 (1):51%2; 1,06 | 0,09 jg:g 433 | 035 g;? 226 | 1,56
feanieo | 21 14,35 — g’; - 101 | 219 1;‘:;3 108 | 9,19 gg:i 231 | 099 33132?2 322 | 14,00 ?133 0,94 | 010 i;;g 504 | 0,85 %g 284 | 127
Toonmies | 22 13,95 20 938 | 3,11 gj:? 845 | 049 ggji 205 | 0,07 522:1 238 | 849 1:?2 111 | 004 1‘5‘:? 448 | 042 gg:g 254 | 1,20
;‘Zzgm ! 23 14,55 1833 102 | 0,99 19162”11 104 | 11,31 g;g 227 | 127 20— 316 | 17,18 16,097 099 | 012 ig:; 50,0 | 0,21 237?5 288 | 177
foanioo | 24 13,65 gg:g 96,2 | 481 gg:g 658 | 686 13:: 181 | 092 ggfjg 203 | 0,99 1:21 148 | 023 ig:; 50,0 | 0,21 23;?5 288 | 1,77
foanioo | 25 13,5 > 995 | 778 22 686 | 792 13:3 185 | 106 (22— 218 | 170 1:2; 147 | 028 ﬁzg 429 | 163 gz:; 204 | 318
Traneo 26 13,65 gg:g 932 | 064 ;g:g 82,9 | 500 ;g:? 203 | 064 52‘5‘:2 240 | 7,50 1:(1); 113 | 006 jg:g 464 | 078 ;g; 276 | 1,56
gizgm ! 27 13,9 1%%?7 102 | 339 182:2 106 | 057 22259 23 | 0,07 g;gjg 324 | 2,19 8:22 0,96 | 003 i;;; 505 | 177 2;'; 287 | 064

a
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APENDICE C - Resultados dos ensaios de laboratério — método farinografico

Humidade (%) Qtd (g) Volume Absorgé? de Agua Estabi!idade DesLiT(ﬁSi%into T(LTgrké:ﬁc(ijg 3 Amolecimento da
H1 H2 Média (mi) (%) () da Massa (min) Mistura (UF) MEESE ()
Controlo 1 13,5 13,5 13,5 298,3 188 62,1 6,8 5 50 90
Controlo 2 13,5 13,4 13,5 298,3 185 61,1 7,0 2 30 80
W AMO05 13,4 13,3 13,4 297,9 188 62,0 6,3 2,3 20 100
é AM12 13,4 13,5 13,5 298,3 184 60,8 5,1 3,2 50 120
< AM20 13,1 13,0 13,1 296,9 180 59,0 2,0 1,8 70 160
w XL25 13,5 13,3 13,4 297,9 184 60,6 7,3 2,3 30 80
%]
:Z(( XL40 13,7 13,6 13,7 299,0 182 60,3 7,9 2 10 80
-
X XL65 13,4 13,2 13,3 297,3 180 59,1 7,2 2,4 30 90
9 G004 13,6 13,8 13,7 299,0 185 61,3 8,9 2,3 20 60
% G008 13,6 13,8 13,7 299,0 184 61,0 8,8 2,5 40 70
© GO14 13,8 13,7 13,8 299,3 185 61,4 10,4 2,5 10 60
FLO8 13,6 13,7 13,7 299,0 186 61,7 8,2 2,5 20 90
w
g FL15 13,4 13,6 13,5 298,7 186 61,6 8,9 1,2 10 60
- FL30 13,3 13,4 13,4 297,9 184 60,6 8,5 1,6 20 60
Média Controlo 13,5 186,5 61,6 6,9 3E5) 40,0 85,0
Desvp Controlo 0,0 0,7 0,1 2,1 14,1 71




APENDICE D - Resultados dos ensaios de laboratério — método alveografico

Humidade (%) . Forca de indice de Pressdo medida no
Qtd Tenacidade P Extensibilidade L Indi~ce de Panificagio W Equilibrio da curva Estabilidade le momento de rutura
HA H2 Média (9) (mmH20) (mm) Insuflagéo G (mm) (107-4J) P/L (%) ds (bn(:::?
Controlo 1 13,5 | 13,5 13,5 [298,3 101,5 62,8 17,6 203,5 1,62 39,4 28,1
Controlo 2 13,5 | 13,4 13,5 |[298,3 89,9 72,6 19,0 200,4 1,24 41,7 24,2
w AMO5 13,4 | 13,3 13,4 297,9 88,0 72,7 19,0 199,0 1,21 42,4 24,4
é AM12 13,4 | 13,5 13,5 [298,3 82,5 76,9 19,5 196,1 1,07 43,7 23,4
< AM20 13,1 | 13,0 13,1 296,9 67,9 82,9 20,3 167,4 0,82 43,5 18,7
w XL25 13,5 | 13,3 13,4 297,9 89,3 73,5 19,1 200,6 1,21 41,8 23,8
%]
é XL40 13,7 | 13,6 13,7 299,0 91,7 76,3 19,4 209,2 1,20 41,4 23,2
-
X XL65 13,4 | 13,2 13,3 297,3 82,8 75,8 19,4 187,4 1,09 411 21,2
g G004 13,6 | 13,8 13,7 299,0 94,7 69,6 18,6 202,7 1,36 40,4 25,0
g G008 13,6 | 13,8 13,7 299,0 89,5 70,9 18,7 194,7 1,26 40,8 24,0
© G014 13,8 | 13,7 13,8 299,3 95,3 64,2 17,8 195,7 1,49 40,4 27,1
FLO8 13,6 | 13,7 13,7 299,0 93,6 68,4 18,4 197,5 1,37 40,1 24,9
L
% FL15 13,4 | 13,6 13,5 298,7 86,8 72,7 19,0 192,0 1,19 38 22,8
- FL30 13,3 | 134 13,4 297,9 85,8 69,1 18,5 182,2 1,24 37,2 23,0
Média Controlo 13,5 95,7 67,7 18,3 202,0 1,4 40,6 26,2
Desvp Controlo 0,0 8,2 6,9 1,0 2,2 0,3 1,6 2,8
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APENDICE E - Retas de regressdo dos resultados obtidos nos ensaios alveografico e

farinografico para os parametros mais importantes na caraterizagao de uma farinha
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Figura 1 — Reta de regresséo Tenacidade (P) vs Concentragdo da enzima amilase.
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Figura 2 — Reta de regresséo Extensibilidade (L) vs Concentragéo da enzima amilase.
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Figura 3 — Reta de regressédo Forga (W) vs Concentragdo da enzima amilase.
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Figura 4 — Reta de regressao Equilibrio da Curva (P/L) vs Concentracdo da enzima amilase.
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Figura 6 — Reta de regresséo Estabilidade vs Concentracdo da enzima amilase.
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Figura 7 — Reta de regresséo Tenacidade vs Concentragdo da enzima xilanase.
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Figura 8 — Reta de regresséo Extensibilidade vs Concentracédo da enzima xilanase.
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Figura 9 — Reta de regressao Forca vs Concentragao da enzima xilanase.
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Figura 10 — Reta de regresséo Equilibrio da Curva vs Concentragcéo da enzima xilanase.
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Figura 11 — Reta de regress&o Absorcdo de Agua vs Concentragdo da enzima xilanase.
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Figura 12 — Reta de regresséao Estabilidade vs Concentracao da enzima xilanase.
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Figura 13 — Reta de regressdo Tenacidade vs Concentragdo da enzima glucose-oxidase.
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Figura 15 — Reta de regressao Forga vs Concentragdo da enzima glucose-oxidase.
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Figura 17 — Reta de regresséo Absorgdo de Agua vs Concentragdo da enzima glucose-oxidase.
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Figura 18 — Reta de regresséo Estabilidade vs Concentragdo da enzima glucose-oxidase.
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Figura 19 — Reta de regresséo Tenacidade vs Concentragdo da enzima lipase.
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Figura 20 — Reta de regresséo Extensibilidade vs Concentragédo da enzima lipase.
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Figura 21 — Reta de regresséao Forca vs Concentragdo da enzima lipase.
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Figura 23 — Reta de regress&o Absorcdo de Agua vs Concentragdo da enzima lipase.
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APENDICE F — Exemplo de um alveograma (amostra GO08)
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APENDICE G - Exemplo de um farinograma (amostra GO08)
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APENDICE H - Resultados dos ensaios de padaria

Temperatura (°C)

Volume Especifico

Humid.
ambiente | farinha | agua rr}.assa a sda;da Am(tz/ie)nte Peso Volume Vespec. Peso Volume Vespec. Peso Volume Vespec. Peso Volume | Vespec. .. .. desvp
inal estufa ° (cm3) (cm3/g) (9) (em3) | (ecm3/g) (9) (cm3) (cm3/g) (9) (em3) | (cm3/g)

CTRL AM 18 16 6 19 25 68 354 2280 6,44 362 2250 6,22 358 2230 6,23 360 2180 6,06 6,24 0,16
W AMO5 19 17 7 22 26 60 354 2590 7,32 354 2450 6,92 356 2400 6,74 356 2480 6,97 6,99 0,24
é) AM12 21 18 7 22 25 55 360 2600 7,22 356 2550 7,16 360 2340 6,50 354 2450 6,92 6,95 0,33
< AM20 20 18 6 23 26 57 358 2560 7,15 356 2490 6,99 352 2680 7,61 354 2600 7,34 7,28 0,27
CTRL XL 16 15 6 20 24 79 358 2300 6,42 358 2280 6,37 356 2250 6,32 358 2300 6,42 6,38 0,05
w | XL25 18 16 6 21 24 71 356 2490 6,99 356 2250 6,32 354 2400 6,78 356 2230 6,26 6,59 0,36

5
:ZE XL40 18 18 6 23 25 65 352 2580 7,33 352 2620 7,44 354 2410 6,81 354 2470 6,98 7,14 0,30

-
X XL65 19 18 6 22 25 69 354 2550 7,20 358 2490 6,96 358 2450 6,84 358 2380 6,65 6,91 0,23
CTRL GO 17 15 7 19 25 59 364 2290 6,29 364 2150 5,91 362 2290 6,33 360 2290 6,36 6,22 0,21
>< G004 18 16 7 20 25 65 360 2250 6,25 358 2320 6,48 358 2400 6,70 358 2300 6,42 6,46 0,19
% G008 19 17 7 22 26 73 350 2690 7,69 354 2640 7,46 354 2730 7,711 354 2590 7,32 7,54 0,19
© GO14 19 17 7 23 25 68 362 2520 6,96 358 2630 7,35 360 2450 6,81 358 2550 7,12 7,06 0,23
CTRL FL 16 16 5 20 26 62 362 2330 6,44 358 2400 6,70 356 2400 6,74 360 2300 6,39 6,57 0,18
FLO8 17 18 6 20 26 72 356 2480 6,97 354 2400 6,78 350 2550 7,29 352 2350 6,68 6,93 0,27

w
(é) FL15 16 17 6 22 26 72 354 2620 7,40 354 2550 7,20 354 2590 7,32 354 2620 7,40 7,33 0,09
- FL30 18 18 6 20 28 76 358 2550 7,12 358 2550 7,12 354 2540 7,18 352 2700 7,67 7,27 0,27




APENDICE | — Retas de regressio dos resultados obtidos nos ensaios de padaria
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Figura 25 — Reta de regresséo Volume do P&o vs Concentragdo da enzima amilase.

ooonow o
> o oo N
P T S T

Volume do P&o, cm?3/g

N
N

20 30 40 50 60 70
Concentragéo Xilanase, ppm

Figura 26 — Reta de regresséo Volume do Pao vs Concentragdo da enzima xilanase.
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Figura 26 — Reta de regresséo Volume do Pao vs Concentragdo da enzima glucose-oxidase.
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APENDICE J - Protocolo definido para os ensaios de padaria

Ingredientes / Receita

Para 1 kg de farinha:

Eaﬁnha
Agua

Sal

Levedura fresca (Sacaromyces cerevisae)

Melhorante (Germix)

100%
60%
3%
1,5%
1%

Fluxograma do procedimento, descrigdo das etapas e identificagdo dos erros associados:

1. Pesagem dos
ingredientes

2. Amassadura

3. Pesagem dos
empelos

4. Fermentagao em
estufa

5. Cozimento

6. Arrefecimento e
medi¢ao do volume

1. Pesar todos os ingredientes com a levedura e a agua a
parte. NOTA: manter a agua dentro da cAmara de refrigeragao

para manter a agua fria e constante. (erro: balanga)

2. Misturar na amassadeira os ingredientes secos (exceto a
levedura) durante 10 seg. Adicionar a agua. Adicionar a
levedura ao fim de 2 min. da veloc. 2. — Programa: 2 min. veloc.

1+ 7 min. veloc. 2

3. Pesar os empelos (400 g cada), amassar na mesa e
enrolar no equipamento de enrolar e colocar nas formas
untadas com o desmoldante. NOTA: Registo da temperatura

da massa.

4. Colocar as formas na estufa a 30 °C durante 1h10.
(verificar a temp?) (erro: variagdo da temperatura da estufa

inerente ao equipamento)

5. Cozer o pao no forno programado para 210 °C durante
15 min. (erro: variacdo da temperatura do forno inerente ao

equipamento)

6. Desenformar e deixar o pao arrefecer durante 1h. Pesar
0 pao e medir o volume usando o método de deslocamento de

sementes.

Outros erros inerentes ao processo: erro humano ou
variabilidade associada ao operador, condigdes ambientais ao
longo do dia e dos diferentes dias (temperatura ambiente e

humidade).
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