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RESUMO

O pao esta entre os alimentos mais consumidos mundialmente e a panificacdo
provavelmente ¢ uma das técnicas mais antigas conhecidas. A farinha ¢ um dos
ingredientes principais para a formulagao do pao de trigo e sdo as proteinas presentes
neste cereal, a gliadina e a glutenina, as responsaveis pelas propriedades de
viscoelasticidade da massa através da formagdo do glaten, dando ao produto final as
caracteristicas de volume e textura desejadas. Uma farinha que ndo apresenta bons
resultados no produto final pode ser suplementada com aditivos capazes de corrigir suas
caracteristicas. Em panificacdo, quando se pretende enfraquecer a massa, pode-se fazer
uso dos agentes redutores, como a L-cisteina, que, através de modificacdes nas ligagcdes
quimicas das proteinas, altera o resultado do produto final. As caracteristicas reoldgicas
da massa assim como as propriedades térmicas e a estrutura podem ser influenciadas
pelo uso de aditivos. O objetivo deste trabalho foi avaliar as alteragdes causadas pela
adicdo de L-cisteina sobre o comportamento das proteinas do trigo, gliadina e glutenina,
de forma isolada. O trabalho foi dividido em trés capitulos: no primeiro esta a revisdo
da bibliografia e nos capitulos seguintes a parte experimental. No capitulo dois, constam
os experimentos que relacionam os efeitos da adicao de L-cisteina (100, 200 e 250 ppm)
com as propriedades reologicas (reologia dindmica em funcdo da freqiiéncia de
oscilagdo) e com a formagdo de ligagdes dissulfeto (SS) na gliadina e na glutenina. O
capitulo trés trata das analises térmica (DSC) e microscopica (MEV) verificando as

modifica¢des ocasionadas pela L-cisteina (100 e 250 ppm).

Palavras-chave: gliadina, glutenina, L-cisteina, propriedades reoldgicas, propriedades

térmicas, microscopia, panificacao, trigo.
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ABSTRACT

Bread is among the most consumed food items worldwide and bread making is one of
the oldest processes known. Flour is one of the essential ingredients in the wheat bread
formulation and the proteins found in this cereal, gliadin and glutenin, are the ones
responsible for the viscoelastic properties of the dough. This is possible through gluten
formation, which gives the final product, the volume and texture desired. A flour that
does not perform well, can be supplemented with additives capable of correct its
characteristics. In bread making, when a doughneed to be weakened, a reducing agent
such as L-cisteine can be used. By modification of the proteins’ chemical links, it alters
the final product. The rheologic characteristics of the dough as well as the thermal
properties and structure can be influenced by using additives. The objective of this
study was to follow the modifications caused by addition of L-cisteine on the behavior
of the isolated wheat proteins: gliadin and glutenin. The work was divided in three
chapters: first, a literature review; second, the experimental work relating the effects of
L-cisteine (100, 200 e 250 ppm) addition on the rheologic properties (Dynamic
rheology as a function of oscillation) and on the disulfite (SS) bond formation in the
gliadin and glutenin; and the third chapter covers the thermal analysis (DSC) and
Scanning electron microscopy (SEM) to follow the modifications caused by L-cistein

(100 e 250 ppm).addition.

Key words: gliadin, glutenin, L-cisteine, rheologic properties, thermal properties,

scanning electron microscopy, bakery, wheat.
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1 INTRODUCAO

Os cereais sdao graos nutritivos, pertencentes a familia das gramineas (Gramineae).
Sao classificados como estruturas bioquimicas complexas sendo que sua composicio e
propriedades dependem de fatores genéticos, ambientais e da variedade. Seus principais
constituintes sao: amido, proteinas, lipidios, fibras e algumas vitaminas, além de outros

componentes minoritarios (DELCOUR, 1998; HOSENEY, 1998).

Dentre os cereais, apenas o trigo tem a habilidade de formar uma massa viscoelastica
capaz de reter o gas carbonico que ¢ produzido durante a fermentacdo e também nos
primeiros estadgios de cozimento do pao, fazendo com que a massa resulte em um produto
leve. As proteinas, mais especificamente as proteinas de reserva - formadoras do gluten, sao

as principais responsaveis por esta caracteristica especifica do trigo (TEDRUS et al., 2001).

Nenhum outro cereal, dentre os estudados até os dias atuais, apresenta proteinas com
a capacidade para a formagdo de massa viscoelastica, como as que encontramos no trigo.
Cereais como o centeio e o triticale, um hibrido de centeio com trigo, sdo os que mais se
aproximam dessas caracteristicas, porém suas massas sdo bem mais fracas quando

comparadas as do trigo (HOSENEY, 1998).

A composi¢do protéica do trigo influencia as propriedades da farinha, que por sua
vez influencia a qualidade do pao. O trigo com alto teor em proteinas resulta numa massa de
pao muito elastica, que facilmente pode levedar e chegar a um tamanho grande e manter
essa forma apds a coccdo. Ao contrario, a presenga de baixos teores em proteina ou de outro
tipo de proteinas resulta em uma massa fragil, que ndo se sustenta facilmente quando se
tenta produzir pao a partir dela, contudo ¢ a mais indicada quando se pretende produzir

biscoitos crocantes (CAMARGO; FRANCISCHI; CAMPAGNOLLI, 1997).

O volume final do pao ¢ determinado por dois fatores: a quantidade de gas carbonico
produzido durante a fermentagdo e a capacidade de retencdo do géas pela massa. Alguns
estudos foram conduzidos a respeito do uso de farinhas de centeio, milho e arroz na
producdo de pao. Estes estudos concluiram que a capacidade de reten¢do de gas € o principal

fator para a obtencdo de paes com volume adequado, visto que durante a fermentagdo, a
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perda de gas nas massas desses cereais foi de 3 a 5 vezes superior a da massa de farinha de
trigo, embora a producdo inicial de gas tenha sido semelhante. Durante o cozimento, ao
contrario da massa de farinha de trigo, as massas de farinha de milho, arroz e centeio
perderam géas antes que suas estruturas estivessem consolidadas pelo calor, apresentando

como resultado final paes com baixo volume (HE; HOSENEY, 1991).

A composi¢ao do gluten envolve duas fragdes protéicas: gliadina e glutenina. As
gliadinas consistem em um conjunto de unidades monomeéricas polipeptidicas, com cadeias
simples, apresentam-se extremamente gomosas quando hidratadas e contribuem
principalmente para a viscosidade da massa. Por outro lado, as gluteninas sdo polimeros
formados por varias cadeias ligadas entre si, sdo elasticas, mas ndo coesivas e fornecem a

massa a propriedade de elasticidade (WIESER, 2007).

Para a obtencdo de uma farinha que apresente boas caracteristicas de panificacao
pode-se fazer o uso de aditivos, que irdo proporcionar o equilibrio necessario, corrigindo as
deficiéncias desta farinha, deixando-a apta para obter um produto final atrativo (INDRANI;
RAO, 2006). Para atingir esse equilibrio, podem-se utilizar agentes redutores que
enfraquecem a massa ou agentes oxidantes que a fortificam. Assim, os aditivos sdo capazes
de alterar o comportamento das massas (ROSELL; ROJAS; BARBER, 2001; QUEII,
SCHEMIN; TRINDADE, 2006).

Neste contexto, a L-cisteina é utilizada como agente redutor, ou seja, atua
enfraquecendo a rede de gluten. O mecanismo da L-cisteina envolve as ligagdes dissulfeto
tanto intramoleculares como intermoleculares (HAYTA; SCHOFIELD, 2004; INDRANI;
RAO, 2006).

A avaliacdo do potencial de panificacdo de uma farinha ¢ feita através de analises
fisicas e quimicas, destacando-se, com grande importancia, as analises reologicas (QUEILJI,

SCHEMIN; TRINDADE, 2006).

Em virtude do acima exposto, este trabalho tem como objetivos verificar os efeitos
da adi¢do de L-cisteina nas proteinas isoladas do gluten (gliadina e glutenina) através de

experimentos reoldgicos de oscilagdo, efeito nas ligagcdes cruzadas ou “cross-link”, andlise
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térmica (DSC — calorimetria exploratoria diferencial) e microscopia (MEV — microscopia

eletronica de varredura).

No glaten, os efeitos de agentes redutores e oxidantes além de outros aditivos
utilizados em panificagdo t€m sido amplamente pesquisados, porém, fazem-se necessarios

mais estudos nas fragdes protéicas que compdem o gliten, de forma isolada.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Trigo

O trigo ¢ uma graminea que apresenta ciclo anual, cultivado durante o inverno, podendo
ser irrigado ou ndo. O consumo pode ser de diferentes formas como paes, massas
alimenticias, bolos, biscoitos, além de outras e ainda a utilizacdo como rac¢ao animal quando

ndo atinge a qualidade exigida pela industria (EMBRAPA, 2003).

O surgimento do trigo ¢ relatado historicamente ha mais de 10 mil anos na regido da
Mesopotamia. De acordo com estudos arqueoldgicos o trigo foi o segundo grao cultivado,
apos a cevada. O cultivo do trigo foi fundamental para o desenvolvimento da civilizagao
ocidental, da mesma forma como o milho foi para a América. Seu cultivo permitiu o
progresso da espécie humana através do desenvolvimento de civilizagdes e fixacdo destas
para o armazenamento das sementes. A evolu¢dao do trigo iniciou-se entre espécies
ancestrais e com a modificacdo genética, foi tornando-se mais produtivo (SCADE, 1975;

HOWTHORN, 1983).

O género do trigo € o “Triticum”, que apresenta em torno de 30 espécies de trigos os
quais possuem suficientes diferencas genéticas para serem considerados espécies distintas
ou subespécies. Aproximadamente metade delas sdo cultivadas e as restantes crescem de
forma silvestre (ABITRIGO, 2005). Atualmente, a espécie de trigo mais cultivada
mundialmente € o Triticum aestivum L. e comercialmente as espécies de trigo de maior
relevancia sdo a Triticum vulgare utilizado para a produ¢do de farinha e a Triticum durum

utilizado para a fabrica¢do de massas alimenticias — sémola (QUAGLIA, 1991).

As variedades podem ser distinguidas através da altura das plantas, produtividade,
conteudo de farinha presente no grao, proporcdo e qualidade das proteinas na farinha,
resisténcia as doencas, adaptacdo a solos 4cidos, clima mais adequado entre outras

caracteristicas (ABITRIGO, 2005).

O grao de trigo, ou cariopse como também ¢ chamado, pode ser dividido em duas

partes: o pericarpo e a semente (trigo beneficiado — sem casca) (HOSENEY, 1991).
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O pericarpo ¢ a parte mais externa e recobre toda a semente. Ele representa
aproximadamente 5% do grdo e ¢ composto por seis camadas: epiderme, hipoderme,
remanescentes da parede celular ou células finas, células intermediarias, c€lulas cruzadas e
células tubulares (Figura 1 e Figura 2). A constituicao da semente ¢ feita pelo endosperma e
gérmen, os quais sdo recobertos por trés camadas: testa (onde estdo os pigmentos que dao
cor ao grao), camada hialina e aleurona (Figura 1 e Figura 2) (HOSENEY, 1991;
QUAGLIA, 1991).

O endosperma, destinado a alimentacdo, representa a parte mais importante. E
composto pelo endosperma amilaceo (70 — 80% do grao) e pela camada de aleurona. Esta
camada ¢ a parte mais externa do endosperma, rica em proteinas e contém grandes
quantidades de lipidios, enzimas e vitaminas. Porém, a camada de aleurona ¢ eliminada
durante a moagem e passa a fazer parte do farelo (HOSENEY, 1991; QUAGLIA, 1991;
BELITZ; GROSCH, 1997).

O preenchimento das células do endosperma ¢ feito através de granulos de amido
embebidos em uma matriz protéica. A for¢a da unido entre o amido e a proteina do
endosperma determina a dureza do grao. Grande parte destas proteinas sdo formadoras do
gliten — proteinas de reserva do trigo. O conteudo e paredes celulares da célula do

endosperma constituem a farinha (HOSENEY, 1991).

O trigo pode ser classificado com relagdo ao seu teor protéico como trigo duro ou
forte (quando ha forte adesdo, a proteina cobre e fica bem aderida a superficie do amido) e
trigo macio ou fraco (quando ha fraca adesdo, a unido proteina e amido se rompe facilmente)

(HOSENEY, 1998).

Parametros como textura (dureza) e aparéncia (qualidade de vitreo) variam no
endosperma do trigo. Os trigos duros que apresentam alto valor protéico tendem a ser
vitreos e trigos moles com baixo valor protéico tendem a ser opacos. A dureza ¢ causada
pela forca das ligagdes entre proteina e amido, a qual ¢ controlada geneticamente e o

mecanismo de controle envolve a quantidade de proteina na amostra (HOSENEY, 1998).

O embrido ou gérmen, por sua vez, ¢ responsavel pela parte germinativa do grio.
Pode ser considerado uma planta em miniatura pronta para desenvolver-se em condig¢des

adequadas. E composto pelo eixo embrionario e pelo revestimento externo, o escutelo. O
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embrido se une ao endosperma pelo escutelo e contém substancias nutritivas armazenadas
durante o periodo de amadurecimento (rico em enzimas e lipidios). Para a fabrica¢do da
farinha retira-se o embrido devido a presenga dos lipidios que limitam a conservacao da

mesma (HOSENEY, 1991; QUAGLIA, 1991; BELITZ; GROSCH, 1997).

1 Crease ou Sulco

Endosperma
Farelo

Gérmen (Embrido)
Endosperma
Aleurona

Hialina

o I e Y " )

Testa
9 Células Tubulares

10 Células Cruzadas

11 Hipoderme

Figura 1 - Secc;c:es logglmdlnal e 12 Epiderme
transversal de um grao de trigo.
Fonte: HOSENEY, 1991. 13 Gérmen (Embriéio)

— po — Epiderme (epicarpo)

AR e g Hipoderme
L —— Células tubulares
—Revestimento da semente

ST L T
— Tecido nucelar

——Camada de aleurona

——Células do endosperma amilaceo externo

Células do
endosperma

Figura 2 - Seccdo longitudinal do grao de trigo.

Fonte: BELITZ; GROSCH, 1997.
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Com relagdo aos constituintes quimicos estes ndo se distribuem uniformemente pelo
grao. O pericarpo ¢ rico em pentosanas, celulose, minerais e proteinas. A camada de
aleurona ¢ rica em minerais (fosforo, fitato), proteinas, lipidios, vitaminas (niacina, tiamina,
riboflavina) e enzimas. O endosperma ¢ composto basicamente de amido, mas sua parte
mais externa (subaleurona) contém mais proteina que a porcao interna. O gérmen tem alto
conteudo de proteinas, lipidios, agucares redutores e minerais (HOSENEY, 1991;

QUAGLIA, 1991; BELITZ; GROSCH, 1997).

2.1.1 Qualidade do trigo e influéncia na panificacao

Os fatores de qualidade da farinha de trigo podem ser divididos em dois grupos
basicos: os inerentes ao trigo, resultantes da composicdo genética e das condigdes de
crescimento da planta e os que dependem do processo de armazenamento € moagem do trigo
em farinha (QUELIl; SCHEMIN; TRINDADE, 2006). A qualidade pode ser determinada
através de uma série de caracteristicas que apresentam significados diversos de acordo com
a designagdo de uso ou tipo de produto. E possivel dividir estas caracteristicas em fisicas,
quimicas, enzimaticas e reologicas (RASPER, 1991; RAO; RAO, 1993, SMANHOTTO et
al., 2000).

O trigo é o cereal que apresenta melhor caracteristica para panificagdo,
conseqiientemente a qualidade industrial tem sido um dos mais importantes alvos do
melhoramento genético de trigo. Esta qualidade depende, principalmente, das proteinas que
estdo intimamente ligadas ao patriménio genético de uma variedade, as quais sofrem
alteracdes causadas pelos fatores ambientais. Com relacdo as caracteristicas de qualidade, ha
cultivares que interagem melhor com o ambiente em comparagao a outros. Os experimentos
de avaliacao de cultivares em diferentes locais, com técnicas de cultivo definidas, fornecem
informagdes importantes nesse aspecto (MANDARINO, 1993; CAMARGO; FRANCISLI;
CAMPAGNOLLI, 1997).

O teor e a qualidade das proteinas formadoras de gluten (gliadina e glutenina) da
farinha de trigo s@o os principais fatores responsaveis pelo seu potencial de panificacdo e a

relacdo de proporc¢do entre essas fragdes determina as diferentes caracteristicas do gliten dos
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diversos tipos de trigo. Além disto, o amido, lipideos e outros componentes hidrossoluveis
da farinha sdo também necessarios para garantir o potencial de panificagdo com
caracteristicas adequadas como volume e textura, dependendo do teor e qualidade destes na
farinha (TOUFEILI et al., 1999; BORLA et al., 2004; SILVA et al., 2004; QUEIJI,
SCHEMIN; TRINDADE, 2006). A determinagdo do contetdo protéico nao ¢ suficiente para
definir a adequada classificacdo da qualidade industrial da farinha. Desse modo, existe a
possibilidade de farinhas que apresentam o mesmo conteudo protéico, diferirem na
qualidade de panificagdo, em fung¢do da proporcdo dos grupos de proteinas do gliten
(glutenina/gliadina) os quais, estdo sujeitos a variagdes genéticas e ambientais (TOUFEILI

et al., 1999).

A qualidade e propriedades reoldgicas do gluten sdo diretamente influenciadas pela
qualidade e quantidade das gliadinas e gluteninas. A fracdo de gliadina confere ao gluten a
viscosidade necessaria para o desenvolvimento da massa, enquanto as gluteninas conferem a
elasticidade necessaria para a formagdo de uma massa com boa capacidade para suportar o
stress que ocorre durante a fermentagdo e o amassamento (XU; BIETZ; CRAIG, 2007). O
balango entre estas duas fracdes de proteinas apresenta relacdo direta com a qualidade de
panificagdo (TOUFEILI et al., 1999; WIESER, 2007). Assim, para uma qualidade ser
representativa, deve haver combinagdo ideal entre quantidade e qualidade de proteinas

presentes no trigo (SILVA et al., 2004).

A quantidade de gluten ¢ facilmente determinada, porém ndo ¢ suficiente para
explicar as diferengas na farinha e nas propriedades de massa. A qualidade ¢ mais complexa
de ser determinada. Varios estudos tentam relacionar a qualidade com a presenga ou
auséncia de fragdes especificas de proteinas do gluten, mas as diferencgas estruturais das
proteinas em diferentes gendtipos de trigo sdo pequenas e muitas vezes restritas a poucos

residuos de aminodacidos da estrutura primaria (WIESER; KIEFER, 2001).
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2.1.2 Proteinas do trigo

As proteinas de reserva do trigo conferem a este cereal propriedades tnicas, sendo a
principal delas, a habilidade para formar uma massa resistente, com boas caracteristicas para

panificacdo. (HOSENEY, 1994).

O conteudo protéico do grao oscila entre 7 ¢ 18% com valores médios entre 10 e
13% (CHEFTEL; CUQ; LORIENT, 1989). De acordo com Osborne, as proteinas do trigo
podem ser classificadas conforme sua solubilidade em 4gua, sendo as albuminas soliveis em
agua, as globulinas soluveis em solucdo salina diluida, as prolaminas soluveis em solug¢ao
alcodlicas a 70-80% e as glutelinas soliiveis em solucdes 4cidas ou alcalinas diluidas

(HOSENEY, 1990; SGARBIERI, 1996).

Dentre os componentes protéicos do trigo, as fracdes insoluveis em agua tém uma
grande importancia tecnologica. Em contato com a agua estas fragdes unem-se através de
ligagdes intermoleculares, formando o gliten, que confere resisténcia e elasticidade a massa

obtida a partir da mistura de farinha e 4gua (SGARBIERI, 1996).

E importante estabelecer a composi¢io de aminoacidos da fragdo protéica antes
mencionada (Tabela 1), com a finalidade de se colocar em evidéncia suas possiveis
correlagdes com as caracteristicas tecnoldgicas da farinha, mas também para determinar o
valor bioldgico da mesma. A composicdo em aminoacidos da fracdo protéica determina o
indice de aminoacidos essenciais que ¢ responsavel pelo valor bioldgico das mesmas, com
maior propor¢ao nas fracdes da albumina e da globulina e menor na glutenina e na gliadina.
Isto indica que as proteinas presentes no trigo em maior quantidade sdo as que tém um

menor valor biologico (SGARBIERI, 1996).
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Tabela 1 — Perfil de aminoacidos do trigo, farinha e das fracdes protéicas da farinha em

100g de proteina (NT x 6,25).

Aminodacidos Trigo Farinha  Albumina Globulina Gliadina Glutenina
Triptofano 1,5 1,5 1,1 1,1 0,7 2,2
Lisina 2,3 1,9 3,2 5,9 0,5 1,5
Histidina 2,0 1,9 2,0 2,6 1,6 1,7
Amonia 3,5 3,9 2,5 1,9 4,7 3.8
Arginina 4,0 3,1 5,1 8,3 1,9 3,0
Acido aspartico 4,7 3,7 5,8 7,0 1,9 3,0
Treonina 2,4 2,4 3,1 3,3 1,5 2.4
Serina 4,2 4.4 4,5 4.8 3,8 4,7
Acido glutamico 30,3 34,7 22,6 15,5 41,4 34,2
Prolina 10,1 11,8 8,9 5,0 14,3 10,7
Glicina 3.8 3.4 3,6 4,9 1,5 4,2
Alanina 3,1 2,6 4,3 4,9 1,5 2,3
Cistina 2,8 2,8 6,2 5,4 2,7 2,2
Valina 3,6 3.4 4,7 4,6 2,7 3,2
Metionina 1,2 1,3 1,8 1,7 1,0 1,3
Isoleucina 3,0 3,1 3,0 32 32 2,7
Leucina 6,3 6,6 6,8 6,8 6,1 6,2
Tirosina 2,7 2,8 3,4 2,9 2,2 3,4
Fenilalanina 4,6 4.8 4,0 3,5 6,0 4,1

Fonte: SGARBIERI, 1996.

As proteinas do trigo podem ser classificadas quanto a suas fungdes, em metabolicas
e estruturais, ou de reserva (Figura 3). As proteinas metabdlicas, albuminas e globulinas,
atuam no desenvolvimento do grdo e no inicio da germinacdo. Sua principal fungdo ¢
nutricional, especialmente por apresentar composi¢cdo em aminoacidos razoavelmente bem
balanceada. As proteinas estruturais ou de reserva, gliadinas (classe das prolaminas) e
gluteninas (classe das glutelinas), sdo a principal fonte de aminoacidos para o
desenvolvimento do embrido durante a germinagdo. Essas proteinas sdo as mais importantes
do ponto de vista tecnolédgico, pois desempenham papel fundamental na produgdo do pao

(CHEFTEL; CUQ; LORIENT, 1989; SGARBIERI, 1996).
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Solaveis em Soluveis em Solaveis em Soluveis em solugdo
agua soluc¢do salina solucdo alcodlica acida ou alcalina

Figura 3 — Fluxograma da classificacao das proteinas do trigo.

Fonte: SGARBIERI, 1996.

As albuminas e globulinas representam cerca de 10 a 15% do conteudo de proteina
total da farinha de trigo (endosperma) e ocorrem em estruturas dobradas compactamente.
Elas contém altos indices de lisina, arginina e outros aminoacidos, assim como grupos
sulfidrilas livres ou tiois. Analises de massa molar indicaram que as albuminas representam
os menores componentes da proteina da farinha de trigo com valores de massa molar na
faixa de 12000 a 26250 g/mol. Quanto as globulinas do trigo, estima-se que tenham massas
molares na faixa de 25000 a 100000 g/mol, que ¢ comparavel as das gliadinas. As albuminas
e globulinas também sdo referidas como proteinas soluveis, pois sdo facilmente
solubilizadas em 4agua ou solugdes salinas neutras diluidas (globulinas). Quando as
globulinas e/ou albuminas foram excluidas da farinha, as caracteristicas dos paes, avaliadas
por teste de panificacdo, foram compardveis aquelas obtidas com a farinha original, o que
levou a conclusao de que as proteinas soluveis ndo desempenham papel essencial na
panificagdo. Portanto na determinacdo de diferencas de qualidade entre amostras, as fragdes

albumina e globulina, sdo de menor importancia (FENNEMA, 1996; SGARBIERI, 1996).
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2.1.2.1 Gliadinas e gluteninas

As gliadinas assim como as gluteninas desempenham papel importante com relacao

as propriedades reoldgicas da massa, porém suas fungdes sdo divergentes (WIESER, 2007).

As gliadinas hidratadas (com baixo teor em cisteina) apresentam pouca elasticidade e
sao menos coesivas do que as gluteninas. Estdo relacionadas com a viscosidade do sistema
da massa do pao. As gluteninas hidratadas (polimeros estabilizados pelas pontes dissulfeto,
resultantes da ligagdo dos residuos de cisteina) sdo coesivas e elasticas responsaveis pela
elasticidade da massa (CHEFTEL; CUQ; LORIENT, 1989; JEREZ et al., 2005; WIESER,
2007; XU; BEITZ; CARRIERI, 2007). As gliadinas e gluteninas representam cerca de 80-
90% das proteinas totais da farinha de trigo (SONG; ZHENG, 2007), sendo necessario um
balango entre estas fragdes para obter-se um produto de qualidade (TOUFEILI et al., 1999;
SILVA et al., 2004; WIESER, 2007).

As gliadinas e gluteninas em seu estado nativo sdo compactadas em uma tipica
estrutura globular. As altas propor¢des de prolina, glutamina e outros aminoacidos tais como
fenilalanina e glicina, resultam da presenca nestas proteinas, de seqliéncias repetidas

(CHEFTEL; CUQ; LORIENT, 1989).

O conhecimento sobre o conteudo e seqiiéncia de aminoacidos nas principais
proteinas do grao do trigo, possibilitado pela biologia molecular, ¢ fundamental para o
entendimento de suas propriedades funcionais. Dentre os aminodcidos presentes nas
proteinas de reserva predominam os apolares, sendo que os residuos de aminoacidos polares
ocorrem em quantidades ligeiramente menores e os residuos com cargas elétricas
compreendem somente cerca de 10%. Esse perfil de composi¢do de aminoacidos produz
proteinas dobradas compactamente de forma a minimizar a exposicdo de residuos

hidrofobicos em meio aquoso (SGARBIERI, 1996).

Em fungdo da relativa auséncia de grupos com cargas de superficie, combinada com
a presenca de areas hidrofobicas e de residuos capazes de formar pontes de hidrogénio, as
proteinas de reserva sdo altamente sensiveis a concentragdo de sal. Baixos niveis deste sao
suficientes para ocultar as forcas de repulsio das proteinas com cargas parecidas,

permitindo-lhes interagir entre elas e com acidos organicos e lipidios (SGARBIERI, 1996).
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Apesar de a cisteina ser um aminoacido presente em menor quantidade nas proteinas
do gluten (aproximadamente 2%), ¢ extremamente importante para a estrutura e
funcionalidade do mesmo. A maioria da cisteina esta presente no estado oxidado e pode
formar ligacdes dissulfeto intramoleculares em uma proteina, ou intermoleculares entre as
proteinas. Estas liga¢des sdo alvos principais para a maioria de reagdes que ocorrem durante

a maturagao do grao, moagem, preparacdo da massa e cozimento (WIESER, 2007).

Ligagdes covalentes adicionais formadas durante a panificacio sdo ligagdes
cruzadas tirosina — tirosina entre as proteinas do gliten (TILLEY et al., 2001). A estrutura
covalente da rede do gluten € sobreposta por ligagdes ndo covalentes (pontes de hidrogénio,
ligagdes idnicas, ligagdes hidrofobicas). Apesar de esta classe de ligacdes quimicas ter
menos energia que as covalentes, estdo claramente implicadas na agregacdo da proteina do
gliten e na estrutura e propriedades da massa (FALCAO-RODRIGUES; MOLDAO-
MARTINS; BEIRAO-DA-COSTA, 2005). A estrutura de rede do gliten é estabilizada
através de ligagdes dissulfeto, interagdes hidrofobicas e pontes de hidrogénio (CHIANG;
CHEN; CHANG, 2006). A evidéncia da presenca das pontes de hidrogénio nas proteinas do
gliten estd no enfraquecimento da massa por agentes que quebram estas pontes, por
exemplo, a uréia. A importancia das ligacdes idnicas pode ser demonstrada pelo efeito
reforgador do NaCl. Ligagdes hidrofilicas contribuem consideravelmente a estabilizagcdo da
estrutura do gluten. Estas sdo diferentes de outras ligacdes porque a sua energia aumenta
com aumento de temperatura, o que pode dar estabilidade adicional durante o processo de

panificagdo (WIESER, 2007).

A gliadina, que constitui aproximadamente 30 a 45% do glaten purificado, ¢ uma
mistura altamente heterogénea de proteinas soliiveis em etanol 70%. E formada por cadeias
simples e torna-se extremamente viscosa quando hidratada. Apresenta pequena ou nenhuma
resisténcia a extensao (HOSENEY, 1998). As unidades estruturais da gliadina apresentam
ligagdes dissulfeto intramoleculares (RAKSZEGI et al., 2005), poucos grupos sulfidrilas
livres e formam, naturalmente, polimeros filamentosos através de ligagdes ndo covalentes
como pontes de hidrogénio, Van der Waals, interagdes eletrostaticas e hidrofobicas

(SGARBIERI, 1996).

A maioria das gliadinas apresentam-se como monomeros (RAKSZEGI et al., 2005;

SONG; ZHENG, 2007) e sdo classificadas em quatro grupos de acordo com sua mobilidade
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a baixo pH em gel de eletroforese sendo eles as alfas (rdpidas), betas (médias), gamas
(médias) e dmegas gliadinas (lentas) (CHEFTEL; CUQ; LORIENT, 1989; WIESER, 2007).
Sao formadas por pelo menos 46 subunidades e devido a alta complexidade e também a sua
heterogeneidade, ¢ muito dificil conseguir separar todos estes componentes (ROCHER et
al., 1995). A alfa, beta e gama gliadinas tém massa molar variando de 30.000 a 40.000
g/mol e as dmega-gliadinas entre 60.000 a 80.000 g/mol (CHEFTEL; CUQ; LORIENT,
1989).

Em geral, as gliadinas apresentam cerca de 20% da estrutura em alfa-hélice e pouca
ou nenhuma beta-estrutura. A estrutura terciaria globular compactamente dobrada possibilita
o aumento da solubilidade pela elevacao da temperatura e o aumento da viscosidade pela
completa destruicdo da estrutura tercidria. Estudos eletroforéticos tém demonstrado que os
padrdes da banda gliadina variam levemente entre as variedades do trigo (CHEFTEL; CUQ;
LORIENT, 1989).

As gluteninas sdo polimeros (OVIDIO; MASCI, 2004) e também pertencem a um
grupo heterogéneo de proteinas, com cadeias ramificadas e massa molar variavel de 100.000
a varios milhdes g/mol (HOSENEY, 1998). Fisicamente sdo elasticas, e resistentes a
ruptura, devido a sua estrutura e massa molar (SGARBIERI, 1996). Elas contribuem para a
elasticidade da massa (SHEWRY; TATHAM, 1997; WIESER, 2007). As gluteninas
apresentam um polimorfismo mais acentuado do que as gliadinas (CHEFTEL; CUQ;
LORIENT, 1989). Apresentam ligacdes dissulfeto intramoleculares e também grupos
sulfidrilas livres que, por oxidagdo, formam ligagdes dissulfeto intermoleculares

(SGARBIERI, 1996; SHEWRY; TATHAM, 1997; RAKSZEGI et al., 2005).

As seguintes observagdes levam a conclusdo de que as subunidades de glutenina sdo
unidas através de ligagdes dissulfeto intermoleculares: nenhum solvente capaz de dissolver a
glutenina promove a dissociagdo completa do complexo; a clivagem das ligagdes dissulfeto
produz uma rédpida dissociagdo do complexo. A rapida diminui¢do da viscosidade da
glutenina mediante clivagem das ligagdes dissulfeto e a sensibilidade da massa panificavel a
reagentes que atacam estas ligagdes, sdo evidéncias de que as ligacdes dissulfeto sdo

importantes na determinagdo das propriedades da glutenina (SGARBIERI, 1996).
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Apo6s a reducdo das ligacdes dissulfeto, as subunidades resultantes da glutenina
apresentam solubilidade em solucdo alcodlica semelhante a gliadina (WIESER, 2007). A
glutenina pode ser dividida em glutenina de baixa massa molar (LMW) e glutenina de alta
massa molar (HMW) (PENA et al., 2006; WIESER, 2007). A proporcio das subunidades de
LMW em relacdo a HMW ¢ de aproximadamente 3 para 1, dependendo das variagdes entre

diferentes cultivares (KOVACS et al., 2004).

A importincia dos polimeros de glutenina no processo de panificagdo tem sido
reconhecida por muitos anos (DOBRASZCZYK, 2004). Mais precisamente, a glutenina
compreende varios agregados protéicos compostos de subunidades unidas por ligagdes
dissulfeto. A farinha de trigo contém grande quantidade de gluteninas de alta massa molar
insoliveis em 4cido acético, que foram encontradas em quantidades muito menores na
cevada e no centeio, ndo ocorrendo no arroz, milho ou sorgo. Na presenca de acido fenol
acético, duodecil sulfato de sédio (SDS) ou 2-cloroetano 70%, essas gluteninas formam um
gel e por esta razdo frequentemente sdo chamadas gel de proteinas (FENNEMA, 1996).
Sabe-se que as gluteninas de alta massa molar desempenham uma fun¢do importante nas
caracteristicas da massa, porém o mecanismo ainda ndo estd bem elucidado

(DOBRASZCZYK, 2004).

2.1.2.2 Gluten

A gliadina e glutenina combinadas possuem a propriedade de formar com agua e
energia mecanica uma rede tridimensional viscoeldstica extremamente importante devido a
sua capacidade de influenciar na qualidade final dos produtos (Figura 4). Uma série de
fatores contribui para as caracteristicas da massa, contudo as grandes responsaveis pelas

propriedades funcionais sdo as proteinas do gluten (BOBBIO; BOBBIO, 1992).
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GLUTENINA

GLIADINA

GLUTEN — GLIADINA + GLUTENINA

Figura 4 — Representagdo esquematica da gliadina, glutenina e glaten.

Fonte: QUAGLIA, 1991.

Na pratica o termo gluten se refere as proteinas, devido ao fato de elas determinarem
a qualidade de panificacdo. O gluten contém centenas de componentes protéicos os quais
estdo presentes como mondmeros ou unidos através de ligagdes dissulfeto como polimeros

(WIESER, 2007).

Segundo SGARBIERI (1996), o gliten ¢ um complexo de proteina-lipidio-
carboidrato que apresenta a seguinte composi¢do: proteina (75%); carboidrato (15%); lipidio
(6%) e minerais (0,8%). As proteinas do gluten representam cerca de 80 a 90% das proteinas
totais dos graos e como mencionados anteriormente pertencem a duas classes, ou seja, as
gliadinas, que pertencem a classe das prolaminas, e as gluteninas, da classe das glutelinas

(Figura 5) (SONG; ZHENG, 2007).

Figura 5 — Glutenina, gliadina e gluten.

Fonte: FENNEMA, 1996.
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O gluten foi isolado pela primeira vez hd quase 300 anos pelo italiano Beccari, que
conduziu uma experiéncia simples de “enxaguar” a farinha de trigo com 4agua. Esta
experiéncia que pode ser facilmente reproduzida transformou-se na base para a industria, a
qual utiliza toneladas de trigo anualmente. O processo comercial atual ¢ basicamente uma

repeticao eficiente da experiéncia de Beccari (DAY et al., 2006).

Durante a fabricagdo do pao, mais especificamente durante a mistura dos
ingredientes, a formacdo do gluten acontece em diferentes estdgios: no primeiro, as
moléculas de proteina sdo hidratadas e as suas fibrilas se aderem umas as outras formando
uma rede desorganizada de fios espessos. A acdo mecénica torna os fios mais finos e os
orienta na diregdo em que foram submetidos a forga, permitindo a interacdo entre eles. No
ultimo estdgio aparece o pico de consisténcia, no qual as fibrilas de proteina tém seu
didmetro reduzido significativamente e interagem mais bidimensionalmente do que em um
unico eixo. Neste estdgio a massa pode ser estendida em forma de filme continuo

(STAUFFER, 1998).

Em panificagdo, o glaten, ¢ o componente que retém o géas carbdnico produzido
durante o processo de fermentagdo e faz com que o pao aumente de volume. Paes feitos com
gliten tém maior concentragdo de proteinas e menor teor de amido do que outros paes.
Quando uma farinha apresenta maior capacidade de reter o gas carbonico, ela ¢ classificada
como uma farinha de trigo forte. Uma farinha fraca, ndo apresenta tal caracteristica. A
expressao "for¢a de uma farinha" ¢ utilizada para designar a maior ou menor capacidade de
uma farinha de sofrer um tratamento mecanico quando misturada a dgua, associada a maior
ou menor capacidade de absor¢do pelas proteinas formadoras do gluten e combinadas com a
capacidade de retencao do gas carbdnico, o que resultara em um produto de panificagdo com

caracteristicas desejaveis (WILLIAN, 1986; CURTIS et al., 2002).

A palavra gluten também ¢ usada (erroneamente), no comércio, para referir-se ao
residuo de proteina do milho apds isolamento do amido. Entretanto, este “gluten de milho” ¢
funcionalmente muito diferente do gliten do trigo (PATIL, 2004). Uma outra conotagdo do
termo gluten relaciona-se a familia das proteinas que causam problemas dietéticos o que
chamamos de doenga celiaca. Neste caso, o termo glaten inclui as proteinas de reserva dos
graos de trigo, centeio, triticale, cevada e possivelmente aveia (KASARDA, 2001). Assim,

os alimentos livres de gluten sdo os isentos das proteinas destes cereais, ou aqueles em que o
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indice de proteina no cereal ¢ menor do que uma quantidade definida em abaixo de 200 ppm

(DAY et al., 2006).

A doenca celiaca ¢ uma enfermidade digestiva que ocorre devido ao efeito toxico da
fracio protéica do gliten. E caracterizada por uma inflamagdo no intestino delgado
(diminuigao das vilosidades do intestino) afetando a absor¢do de 4gua e nutrientes, causando
em alguns casos desnutrigdo (DAY et al., 2006). A doenga afeta individuos com
predisposicdo genética e geralmente manifesta-se na infancia, entre o primeiro e o terceiro
ano de vida, podendo surgir em qualquer idade, inclusive no adulto (ACELBRA, 2006). As
prolaminas representam a frag¢do toxica e variam de acordo com o tipo de cereal sendo a
gliadina no trigo, secalina no centeio, hordeina na cevada e a avenina na aveia (WIESER,
1996; THOMPSON, 1997). A orientagdo para os celiacos ¢ a retirada total de produtos que
contenham gluten da sua dieta (DAY et al., 2006).

Na avaliagdo dos produtos de panificacdo a andlise do gluten ¢ importante para o
conhecimento de caracteristicas reoldgicas da massa como elasticidade, extensibilidade,
resisténcia ao estiramento, tolerdncia a mistura e habilidade em reter gds. Técnicas
reoldgicas, como a oscilagdo, t€m sido usadas em muitos estudos com relagdo as
propriedades mecanicas do glaten e massas de trigo bem como a relacdo entre estas

propriedades e os atributos de qualidades dos produtos finais (LAZARIDOU et al., 2006).

2.1.3 Aditivos em panificacio e a utilizacdo da L-cisteina

Para uma farinha de trigo apresentar potencial de panificacdo tem que ser capaz de
produzir, uniformemente, um produto final atrativo com custo competitivo. Se a farinha nao
apresentar bons resultados no produto final, podera ser suplementada com aditivos, que
fardo o seu tratamento, visando corrigir caracteristicas funcionais (QUEIJI; SCHEMIN;
TRINDADE, 2006). Os aditivos sdo substancias capazes de inibir, enaltecer, complementar,
otimizar ou alterar os componentes ou as caracteristicas da farinha de trigo (CARVALHO,

1999).

Os aditivos sdo adicionados em pequenas quantidades para melhorar as

caracteristicas de processamento ou qualidade final dos produtos (INDRANI; RAO, 2006).



38

Durante a panificagdo, diferentes ingredientes como agentes oxidantes, emulsionantes, entre
outros, sdo utilizados para melhorar a qualidade da panificagdo. A agdo destes ingredientes
pode ser controlada se as mudangas quimicas e fisicas ocorridas forem bem compreendidas
(SINGH, 2005). O uso de aditivos ndo ajuda somente a melhorar qualidades como a textura,
cor, volume e outros atributos sensoriais, mas também auxilia na consisténcia de alguns

produtos (INDRANI; RAO, 2006).

Em se tratando de tecnologia de panificacdo, os aditivos constituem um grupo de
produtos de grande importancia (ROSELL; ROJAS; BARBER, 2001). Os processos atuais
de fabricagdo dos produtos de panificacdo, e a grande escala de produgdo exigida pelo
mercado foram os principais responsaveis pela utilizacdo de aditivos. Embora eles nao
sejam considerados matérias-primas essenciais, a sua presen¢a auxilia na obtencdo de
produtos de qualidade, principalmente, aqueles aditivos que atuam na corre¢ao de possiveis

deficiéncias na qualidade da farinha de trigo.

A ANVISA define aditivo alimentar como “qualquer ingrediente adicionado
intencionalmente aos alimentos, sem proposito de nutrir, com o objetivo de modificar as
caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas ou sensoriais, durante a fabricacao,
processamento, preparagao, tratamento, embalagem, acondicionamento, armazenagem,
transporte ou manipulacdo de um alimento”. Esse agregamento poderd resultar em que o
proprio aditivo ou seus derivados se convertam em um componente de tal alimento. Essa
definicdo ndo inclui os contaminantes ou substancias nutritivas que sejam incorporadas ao
alimento para manter ou melhorar suas propriedades nutricionais. No Brasil os aditivos
alimentares estdo classificados de acordo com a fun¢do que possuem no alimento, seguindo

a Portaria n° 540 - SVS/MS, de 27 de outubro de 1997 (ANVISA, 2007).

De acordo com Pavanelli (2000), existem trés possiveis vias de incorporacdo de
aditivos em produtos de panificagdo. A primeira forma de incorporagdo ¢ a utilizagcdo dos
aditivos isoladamente. Isso se aplica principalmente as industrias de panificagdo, que
definem quais sdo os aditivos que necessitam utilizar para cada tipo de produto, e os
adicionam separadamente a massa, conforme suas necessidades. Uma segunda forma de
agregacdo de aditivos aos produtos de panificagdo ¢ através dos produtos denominados
“condicionadores de panificagdo”, “melhoradores de panificacdo” ou ainda “unificados”.

Estes produtos sdao constituidos por uma mistura dos principais aditivos para panificacao, em
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quantidades fixas e ajustadas para o tipo de pao que se deseja fabricar. Podemos ter os
veiculados em amido, “condicionadores em po6” ou veiculados em gordura,
“condicionadores em pasta”. Este tipo de produto ¢ ideal para ser utilizado pelas padarias e
supermercados, porque facilita o trabalho do padeiro, ja que dificilmente ele poderia utilizar
os aditivos separadamente, uma vez que as quantidades necessarias sdo muito pequenas. A
terceira forma de incorporagdo dos aditivos ¢ através das “misturas industriais” para
panificagdo. Essas misturas sdo produzidas pelos moinhos de trigo, e sao constituidas por
todos os ingredientes necessarios a fabricacdo de um determinado tipo de pao como, por
exemplo, farinha, sal, actcar, gordura, e também por todos os aditivos, nas quantidades
exigidas pelo tipo de farinha que foi utilizado na mistura. A mistura, entdo, ¢ destinada as

padarias e supermercados, € o padeiro, para fabricacao do pao, necessita adicionar apenas a

agua e o fermento biologico.

Os aditivos atuam, de maneira geral, corrigindo ou neutralizando deficiéncias da
farinha de trigo, o que facilita a padronizacao da qualidade dos produtos finais. Eles também
podem alterar o comportamento reoldgico das massas, melhorando caracteristicas de
extensibilidade e elasticidade das massas. Outra funcdo extremamente importante dos
aditivos ¢ o prolongamento da vida-de-prateleira, o que reduz as perdas do fabricante por

retorno de produto (ROSELL; ROJAS; BARBER, 2001).

Os aditivos ainda proporcionam maior seguranga contra falhas no processo, como
por exemplo, periodos prolongados de amassamento mecanico ou fermentagdes mais longas.
Todos estes efeitos dos aditivos resultam em melhor qualidade do produto final (ROSELL et
al., 2001). No entanto, ¢ importante salientar que a obtencao destes beneficios so € possivel
com a utilizagdo correta dos aditivos, ou seja, sua dosagem deve ser sempre adequada ao
tipo de farinha, ao produto final desejado e ao processo de panificacdo que se estd utilizando

(PAVANELLI, 2000).

Dentre as substancias utilizadas no tratamento da farinha de trigo com a finalidade
de torna-la potencialmente panificavel destacam-se como categorias mais importantes a dos
emulsificantes, dos melhoradores de farinha e dos conservantes. A categoria de
melhoradores de farinha engloba aditivos que atuam como agentes oxidantes, agentes
redutores, agentes branqueadores de farinha e também algumas enzimas como amilases e

proteases (EL-DASH, 1990; PAVANELLI, 2000).
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O melhorador de farinha ¢ uma mistura de enzimas e/ou produtos quimicos e
naturais que ¢ agregada a massa do pao para conferir a farinha o comportamento mecanico
necessario ao processo de panificagdo e/ou conferir aumento da vida util de produtos de
panificacdo. Teoricamente, todas as farinhas teriam que fornecer, de maneira ideal, uma
capacidade de deformacgao elastica e viscosa a massa do pao, de forma a que o produto final
apresentasse o volume, a resisténcia e a textura desejaveis pelos consumidores. Ocorre, no
entanto, que devido a diversas variedades de graos, no processo de cultivo do trigo no
campo e variacdes climaticas em seu processo de moagem, muitas vezes originam farinhas
que nao se comportam como o esperado. O melhorador, assim, é usado para garantir a
farinha a forma adequada (os requisitos de capacidade de deformacao elastica e viscosidade
a massa do pao) para que ela se comporte de maneira mais proxima ao ideal, minimizando
perdas e variagdes de processo, assim como de qualidade dos paes (MINISTERIO DA
FAZENDA, 2004).

Neste contexto, a L-cisteina encaixa-se na descri¢gdo de melhorador, sendo utilizada
quando € necessario enfraquecer uma farinha que ¢ muito forte para a fabricagdo de
determinado produto. Atua como um agente redutor, diminuindo o tamanho das proteinas,
por promover a formagdo de grupos sulfidrilas livres (SH) apresentando influéncia na
reologia do gluten. O aumento da concentracao de L-cisteina reduz, gradualmente, o grau de

ligagdes cruzadas ou “cross-link” no gluten (SONG; ZHENG, 2007).

Na produgdo do pdo, ¢ importante a existéncia de certa quantidade de grupos
sulfidrilas livres (SH). No gliten estes grupos tendem a se oxidar durante a batedura da
massa, transformando-se em ligagdes dissulfeto (SS) (LI et al., 2004). Efeito semelhante se
obtém com a adicdo de agentes oxidantes a farinha, assim como o envelhecimento das

farinhas, melhorando as propriedades reologicas do gliten (SGARBIERI, 1996).

As ligacdes dissulfeto ocorrem com muita freqiiéncia na estruturacao das proteinas
(SGARBIERI, 1996) ¢ sao formadas através de residuos de cisteina (SHEWRY; TATHAM,
1997) e possuem grande importdncia no desenvolvimento de uma massa panificavel
(SONG; ZHENG, 2007; WIESER, 2007). Como os grupos sulfidrilas formados apresentam
uma forte tendéncia em se reoxidar e reformar as ligagdes dissulfeto, os grupos sulfidrilas

deverao ser protegidos ou bloqueados por reagentes especificos que impegam a sua oxidac¢ao

(SGARBIERI, 1996).
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Os agentes redutores, como a L-cisteina, agem de modo oposto aos oxidantes, ou
seja, eles atuam sobre as ligagdes dissulfeto, bloqueando-as ou rompendo-as e assim
modificam a estrutura e as propriedades funcionais das proteinas do trigo formadoras do
gliten. Dessa maneira, enfraquecem o gluten proporcionando mais extensibilidade e
diminuindo o tempo de desenvolvimento da massa. Estes agentes atuam na quebra das
bandas SS resultando na diminui¢do da massa molar e aumento da extracdo das proteinas

(HAYTA; SCHOFIELD, 2004; INDRANI; RAO, 2006).

A cisteina (Figura 6) ¢ um aminodcido ndo-essencial sendo a China seu maior
produtor. Embora muitos aminoacidos estejam disponiveis ja4 ha bastante tempo através da
fermentacdo s6 em 2001 uma companhia alemad apresentou uma via fermentativa para a
producdo de L-cisteina, sem o recurso a produtos animais ou humanos. A L-cisteina ¢ o
enantidmero naturalmente abundante da cisteina. Pelo fato da L-cisteina livre ser instavel a
oxidagdo, normalmente ¢ encontrada na forma de cloridrato, que ¢ relativamente mais

estavel (WIKIPEDIA, 2007).

o. T _H

C—C—N,

HO cH, H
SH

Figura 6 - Estrutura linear da cisteina.

Alimentos ricos em cisteina incluem pigmentos vermelhos, alho, cebola, brocolis,
aveia e gérmen de trigo. Uma das maiores aplicagdes da cisteina, particularmente a L-
cisteina, ¢ a produg¢do de aromas. Por exemplo, a reagdo da cisteina com agucares, pela
reagio de Maillard, resulta num produto com gosto de carne. E bastante usada
industrialmente em pastelaria e padaria, em doses que ndo excedem as dezenas de ppm, para
amaciar a massa, reduzindo o seu tempo de processamento e substitui a incorporacdo de

energia mecénica por energia quimica (WIKIPEDIA, 2007).
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As farinhas de trigo, que sdo destinadas a panificacdo no Brasil, podem conter uma
quantidade de cloridrato de L-cisteina de 0,009 ppm de acordo com a Resolucao n°383 de 05
de agosto de 1999 da ANVISA.

Na pratica, ¢ possivel verificar, indiretamente, o potencial de panificacdo de uma
farinha de trigo através de um conjunto de analises fisicas e quimicas. Dentre estas analises,
de grande importancia, estdo as relacionadas ao comportamento reoldgico da massa

(QUENIL; SCHEMIN; TRINDADE, 2006).

2.2 Reologia e sua importancia

A reologia pode ser descrita como o estudo da deformagio e fluxo da matéria. E a
analise comportamental de como os materiais respondem a aplicacdo de uma forga ou a
deformagdao (SOLUTIONS, 1996; STEFFE, 1996, HOSENEY, 1998; RAO, 1999). Esta
definicao do termo reologia foi oficialmente aceita com a fundag¢do da Sociedade Americana de
Reologia em 1929 (SOLUTIONS, 1996). A relevancia do estudo desta relagdo ¢ justificada
pelo fato de que diferentes materiais respondem de forma diferente as forcas externas a que s@o

submetidos.

Em outras palavras, a reologia estuda o modo de como os materiais se deformam ao
longo do tempo quando sdo submetidos a tensdes. Esta defini¢do envolve tensdo, deformacao e
tempo. Para a determinacdo das propriedades reologicas de um material, deve-se medir a
deformacao provocada por uma dada tensao ou medir-se a tensao requerida com a finalidade de
se produzir certa deformacdo em um tempo determinado. Existem dois desafios principais na
reologia: o primeiro ¢ o estabelecimento de uma relagdo quantitativa entre deformacgao e tensao
ao longo do tempo para o material estudado. O segundo ¢ o desenvolvimento de relagdes entre
o comportamento reoldogico de um material e sua estrutura, composicao e condi¢cdes ambientais

como a temperatura e a pressao (DEALY; WISSBRUM, 1990).

A deformacgdo ocorre no caso da matéria estar em estado soélido, e o escoamento,
quando a matéria esta no estado liquido. Pode-se dizer que uma das diferengas basicas entre
solidos e liquidos sob tensdo de cisalhamento ¢ que em solidos ela causa a deformagdo

enquanto em liquidos ela causa uma taxa de deformacdo, ou simplesmente, que os solidos
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sdo elasticamente deformados, enquanto que os liquidos fluem (SCHRAMM, 2006). Em
materiais solidos, a propriedade de maior interesse ¢ a elasticidade e, em liquidos, a
viscosidade. No entanto, os materiais ndo podem ser diferenciados em solidos ou liquidos

com clareza, de modo que a propriedade reologica de interesse nestes casos € a

viscoelasticidade (PASQUEL, 1999; RAO, 1999; PARK; LEITE, 2001).

Todos os materiais apresentam propriedades reologicas (STEFFE, 1996). A reologia
estuda parametros como a viscosidade, plasticidade, elasticidade e o escoamento da matéria,
ou seja, ¢ um estudo sobre as mudancas na forma e no fluxo de um material. Estas
caracteristicas sdo indispensaveis para o projeto, avaliagdo e operagao dos equipamentos de
processos industriais € como medida de qualidade de produtos (WANG et al., 2000;
PELEGRINE; VIDAL; GASPARETTO, 2003).

As propriedades reologicas dos materiais sdo de grande valor para a industria
alimenticia, pois através delas ¢ possivel otimizar matérias-primas e diferentes processos
utilizados pela industria, a qual busca cada vez mais por produtos com boas caracteristicas

nutricionais, tecnoldgicas e sensoriais (RAO, 1986; WANG et al., 2000).

Para o controle de qualidade ¢ de grande relevancia saber onde e como os materiais
sdo usados ou processados e sob quais condigdes de teste, para assim obter a resposta se €
mais viscoso do que elastico e vice-versa (SCHRAMM, 2006). Para o consumidor, as
caracteristicas reoldgicas sdo percebidas principalmente pelo tato e, em menor extensao, pela

visdo (CAMPOS, 1989).

Como exemplos de éareas, nas quais os dados reologicos podem ser aplicados, ¢
possivel citar (STEFFE, 1996; MANOHAR; MANOHAR; HARIDAS, 1998;
DOBRASZCZYK; MORGENSTERN, 2003):

e Teste de vida de prateleira;
e Avaliacao da textura dos alimentos com relagdo aos dados sensoriais;
e Determinar a funcionalidade de ingredientes no desenvolvimento de produtos;

e Controle da qualidade final do produto;
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e Célculos de processos de engenharia para o desenvolvimento de tubulagdes,

bombas, extrusadores, mixadores, homogenizadores, entre outros equipamentos.

2.3 Comportamento reologico

O comportamento reoldgico dos materiais pode ser classificado através de dois
extremos idealizados: sélidos ideais (Lei de Hooke — hookeanos) e fluidos ideais (Lei de
Newton — newtonianos). Se um material ¢ um so6lido hookeano, uma dada tensao aplicada
corresponde a uma deformacgao, independente do tempo, ¢ a energia aplicada é recuperada
com o corpo voltando a sua forma original. Para um fluido perfeitamente viscoso, ndo ha
recuperagdao de energia, sendo esta dissipada com a deformagdo permanente do material
(STEFFE, 1996). Entdo, os solidos ideais deformam-se elasticamente e a energia de
deformagdo ¢ totalmente recuperada quando termina o estado de tensdo. J4 os fluidos ideais
escoam, ou seja, deformam-se de forma irreversivel e a energia de deformacgdo ¢ dissipada
na forma de calor. Assim, em fluidos, a energia de deformagdo ndo ¢ recuperada apos a

retirada da tensao (GUNASEKARAN, 2000; SCHRAMM, 2006).

Somente alguns liquidos de importincia técnica ou pratica aproximam-se dos
liquidos com comportamento ideal. O comportamento reolégico da maioria dos liquidos os
classifica entre os liquidos e os solidos, sendo elasticos e viscosos e portando sao chamados
de viscoelasticos. Os solidos podem sofrer tensdo como, por exemplo, a cisalhante, enquanto
a agua pode ser somente cisalhada. Esta classificagdo do comportamento reoldgico
relacionado com os resultados a certa tensdo aplicada sobre o material deve ser
posteriormente estendida para a escala de tempo do processo de deformacao. Esta teoria

consta até mesmo em textos biblicos: “tudo flui, até as montanhas, se vocé esperar o tempo

suficiente” (SCHRAMM, 2006).

A elasticidade ¢ a caracteristica de materiais que retornam ao seu formato de origem
assim que a carga ¢ removida e cessam as tensdes no material. Esta deformagdo ¢
diretamente proporcional a esta tensdo associada e independente da taxa de deformagdo. Em
um material que apresenta comportamento puramente eléstico, todo trabalho realizado para
deforma-lo ¢ armazenado como energia elastica, a qual serd devolvida quando lhe for

permitido retornar a sua forma original. Para a viscosidade, diferentemente do que ocorre
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em solidos elasticos, a tensdo ndo se relaciona com a quantidade de deformagado e sim com a
taxa de deformacdo, estes sdo conhecidos como fluidos newtonianos (DEALY;

WISSBRUM, 1990; WARD; HADLEY; 1993). A figura 7 demonstra a classificacdo do

comportamento reoldgico.

Fluido — Comportamento viscoso ‘ Solido — Comportamento Elastico
‘ Nao - Newtonianos

Nao - Hookeanos

\4
Dependente
do Tempo

Independente
do Tempo

Viscoelasticos
Fluido/Sélido

—p Pscudoplastico = Reopético Maxwell
= Dilatante Burgers
= Fluidos Plasticos Tixotrépico Kelvin
_p Outros

Figura 7 — Fluxograma da classificacdo do comportamento reolégico.

2.3.1 Fluidos Newtonianos e niao-Newtonianos

O comportamento reologico dos fluidos divide-se em Newtonianos ¢ nao-
Newtonianos, sendo os Newtonianos caracterizados por uma relagdo linear entre tensao de
cisalhamento e a taxa de deformacdo aplicada, dependendo apenas da temperatura e da
composicao do fluido, enquanto os ndo-Newtonianos sdo os fluidos inelasticos, dependentes

ou independentes do tempo de aplicagdo da tensdo de cisalhamento (GOMES et al.; 2001).



46

2.3.1.1 Fluidos Newtonianos

A classificacdo dos fluidos em relagdo ao comportamento reologico envolve a
determinacgdo e analise da relagcdo entre a tensdo de cisalhamento ¢ a taxa de deformacao

para uma determinada condigdo de pressdo e temperatura (STEFFE, 1996).

Os fluidos Newtonianos ou liquidos ideais sdo aqueles que obedecem a lei de
Newton, onde a tensdo de cisalhamento ¢ diretamente proporcional ao gradiente de
velocidade e a viscosidade ¢ constante, para certas condi¢cdes de temperatura e pressdo. Em
um grafico de tensdo de cisalhamento versus taxa de deformagdo, comportam-se segundo
uma reta passando pela origem (Figura §). O escoamento inicia-se assim que a tensao ¢
aplicada (LEWIS, 1993; SCHRAMM, 2006). Mudancas ocorridas na taxa de cisalhamento
ndo sdo capazes de afetar a viscosidade (SCHRAMM, 2006). A viscosidade ndo depende da
taxa ou da quantidade de deformagdo, mas ¢ uma constante de proporcionalidade entre
tensao e a taxa de deformagdo, caracteristica de cada material (DEALY; WISSBRUM,
1990). Nos alimentos Newtonianos a viscosidade ¢ influenciada somente pela temperatura e
composi¢ao (PENNA, 1997). Como exemplo de fluidos Newtonianos € possivel citar: dgua,

6leo mineral, melago, entre outros (SCHRAMM, 2006).

o (Pa) n (Pa.s)

3 s ysh

Figura 8 - Curvas de escoamento para fluidos Newtonianos.

Fonte: GOMES, 2004.
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2.3.1.2 Fluidos nao-Newtonianos

No conjunto de fluidos que nao seguem a Lei de Newton estdo os chamados fluidos
ndo-Newtonianos, ou seja, a tensdo de cisalhamento ndo ¢, em dadas condicdes,
proporcional ao gradiente de velocidade (PENNA, 1997). Sao todos os outros liquidos que
nao exibem o comportamento de fluxo “ideal”. Enquanto os fluidos Newtonianos, em um
grafico de tensdo de cisalhamento versus taxa de deformagao, comportam-se segundo uma
reta passando pela origem, os fluidos ndo-Newtonianos comportam-se de forma diferente,

eles ndo sdo lineares ou ndo passam pela origem (SCHRAMM, 2006).

Os fluidos nao-Newtonianos podem ser divididos em dois tipos distintos:
dependentes e independentes do tempo de aplicagdo da tensdo de cisalhamento. Além destes
existem ainda os viscoelasticos, os quais apresentam tanto caracteristicas de so6lido como de
liquido. O coeficiente de viscosidade (u) para estes fluidos ndo ideais perde seu sentido, a
menos que seja especificada a tensao de cisalhamento ou o gradiente de velocidade, por isto,
nestes casos ¢ denominada de viscosidade aparente (1)). Define-se a viscosidade aparente (1))
como a viscosidade dependente da taxa de deformagdo, como demonstra a equagdo (2)

(RAO; RIZVI, 1986; STEFFE, 1996).

n=c/() (2

onde: 1, = viscosidade aparente (Pa.s)
v = taxa de deformagao

o = tensao de cisalhamento (Pa)

De acordo com Steffe (1996), a viscosidade aparente pode ser utilizada como
parametro reologico de comparagao entre diferentes comportamentos, podendo ser separada
em duas categorias: fluidos que precisam de uma tensao de cisalhamento inicial para escoar
e fluidos que ndo precisam de uma tensdo de cisalhamento inicial para escoar. A tensdo de
cisalhamento inicial (c,) pode ser definida como a tensdo de cisalhamento minima
necessaria para que o fluido escoe. Os fluidos que ndo necessitam de (o,) obedecem a lei da

poténcia, sendo definidos como pseudoplésticos ou dilatantes.
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Nos fluidos nao-Newtonianos que apresentam comportamento reoldgico
independente do tempo, sob condi¢des de temperatura e composi¢do constantes, a
viscosidade aparente ¢ dependente somente da taxa de deformacdo ou da tensdo de
cisalhamento. J& no caso dos fluidos com comportamento dependente do tempo, a
viscosidade aparente também depende da duragdo desta taxa de deformacdo (STEFFE,

1996).

2.3.1.2.1 Fluidos ndo-Newtonianos independentes do tempo

Quando as propriedades reoldgicas nao dependem do tempo de aplicagdao da tensao

de cisalhamento (STEFFE, 1996).

2.3.1.2.1.1 Fluidos pseudoplasticos (“shear- thinning”)

Os fluidos pseudoplésticos (Figura 9) apresentam o comportamento reologico
independente do tempo e sua curva nao ¢ linear e passa pela origem. Representam a maior
parte dos fluidos que possuem comportamento nao-Newtoniano. Nestes casos, com o
aumento da taxa de deformacdo a viscosidade aparente decresce. O comportamento dos
fluidos pseudoplasticos pode ser explicado através da modificacdo da estrutura de cadeias
longas de moléculas com o aumento do gradiente de velocidade. Estas cadeias tendem a
alinharem-se paralelamente as linhas de corrente, diminuindo a resisténcia ao escoamento.
Os produtos que se comportam como fluidos pseudoplésticos tendem a apresentar um
comportamento Newtoniano a grandes gradientes de velocidade, provocado pelo total
alinhamento molecular. Por outro lado, baixas taxas de deformagdo e a distribuigdo
completamente casual das particulas também induzem a esse tipo de comportamento
(VIDAL-BEZERRA, 2000). Muitos fluidos alimentares apresentam este tipo de

comportamento, entre eles estdo os sucos concentrados e purés de frutas (VASQUES, 2003).
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2.3.1.2.1.2 Fluidos dilatantes (“shear- thickening”)

Também com comportamento reoldgico independente do tempo, estes fluidos sdo
caracterizados por apresentarem um aumento na viscosidade aparente com o aumento da
taxa de deformacdo. Apresentam uma curva inversa ao do fluido pseudoplastico (Figura 9).
Em alguns casos ¢ possivel observar a presenca de uma tensdo inicial, a partir da qual o
liquido comecga a escoar (STEFFE, 1996). O amido em agua ¢ um exemplo de fluido

dilatante (NABAIS, 2006).

2.3.1.2.1.3 Fluidos plasticos ou de Bingham

Os fluidos plasticos ou de Bingham sdo fluidos que escoam livremente apds
vencerem a tensdo de cisalhamento inicial (o,), resultando em um comportamento linear
entre a tensdo de cisalhamento e a taxa de cisalhamento (Figura 9) (LEWIS, 1993). O
ketchup ¢ um exemplo de alimento que apresenta este tipo de comportamento (NABALIS,

2006).

Pseudoplastico com o °
o (Pa) Bingham

Dilatante com o °

Pseudonlastico

Newtoniano

Dilatante
ysh
Figura 9 — Curvas de escoamento. Pseudopléstico, Bingham, Dilatante e

Newtoniano.

Fonte: GOMES, 2004.
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2.3.1.2.2 Fluidos ndo-Newtonianos dependentes do tempo

O comportamento reologico deste tipo de fluido depende, além da tensdo cisalhante,
também do tempo de aplicagdo desta tensdo, para uma velocidade de cisalhamento constante

(STEFFE, 1996).

2.3.1.2.2.1 Fluidos tixotropicos

Esta classe de fluidos (Figura 10) apresenta menor viscosidade com o tempo para
uma taxa de cisalhamento constante e uma viscosidade maior quando esta taxa de
cisalhamento diminui por recuperacdo estrutural do material, voltando a ficar mais viscoso.
A tixotropia pode ser explicada pela ocorréncia de rupturas estruturais reversiveis, ou seja, a

estrutura se recupera com a retirada da tensdo aplicada (VASQUES, 2003).

Amostras tixotropicas apresentam estruturas fracas, as quais, como resultado de um
cisalhamento constante ou dindmico podem ser temporariamente destruidas (SCHRAMM,
2006). O fendmeno da tixotropia pode ser aproximado ao da pseudoplasticidade no qual o
tempo necessario para que haja um rearranjo estrutural ¢ grande, a fim de se estabelecer a
estrutura primitiva. O comportamento tixotropico foi observado em leite concentrado

agucarado, maionese e sucos concentrados (RAQO, 1977; RAO, 1986).

2.3.1.2.2.2 Fluidos Reopéticos

Os fluidos reopéticos apresentam comportamento inverso ao dos tixotropicos (Figura
10), deste modo, a viscosidade destes fluidos aumenta com o tempo de aplicacdo da tensao
retornando a viscosidade inicial quando esta forga cessa (VASQUES, 2003). O
comportamento reopético raramente ¢ previsto em alimentos, no entanto foi constatado na

clara do ovo (RAO, 1977; RAO, 1986).
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Figura 10 - Comportamento tixotropico (esquerda) e reopético (direita).

Fonte: GOMES, 2004.

2.3.1.2.3 Propriedades de viscoelasticidade

Os fluidos viscoeldsticos sdo aqueles que apresentam propriedades viscosas e
elasticas acopladas. No instante em que a tensdo de cisalhamento cessa, ocorre certa
recuperagdo da deformacao ocorrida. Este comportamento pode ser observado em massa de

farinha de trigo, gelatinas, queijos, entre outros (DURAN; COSTELL, 1982).

Sistemas reais comportam-se como solidos e liquidos, logo, para um material
viscoelastico, uma parcela da tensao aplicada podera ser parcialmente recuperada, devido as
propriedades elasticas, enquanto que parte dela podera ser dissipada devido as propriedades

viscosas (NAVARRO, 1997).

A descricdo do comportamento de materiais viscoelasticos ¢ mais complexa que a de
solidos perfeitamente elasticos e fluidos newtonianos. Em um sélido puramente eléstico, a
tensdo ¢ determinada pela deformagdo do material relativo a um dado sistema de
coordenadas. Assim, em cada ponto do solido, a tensdo no tempo atual € uma grandeza que
s6 depende do valor atual da deformacao. Por outro lado, em um fluido cléassico, a tensdo em
um tempo ty ¢ determinada pelos gradientes dos campos de velocidade e densidade
calculados no tempo to. Materiais de natureza viscoelastica se comportam, por sua vez, de
maneira diferente e de tal forma que se pode situa-los entre os soélidos e os fluidos classicos.

Portanto as tensdes em tais materiais ndo sdo determinadas apenas pelo estado atual de
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deformacdo e movimento mas, também, pelas deformac¢des e movimentos passados

(BARROS, 1986).

Para explicar um fluido viscoelastico, pode-se utilizar como exemplo os liquidos
poliméricos, os quais fundidos ou dissolvidos em solventes, possuem moléculas de cadeias
longas. Para a grande maioria dos fluidos termoplésticos, a cadeia principal ¢ formada por
atomos de carbono com ligacdes que conferem a cadeia uma forma de ziguezague. Estas
moléculas apresentam-se em um estado de energia minima, isto ¢é, entropia. Uma
deformacdo alonga a molécula ou segmentos desta, na direcdo em que a forga for aplicada.
O estiramento aumenta os angulos de ligacdo e a energia de estado destas moléculas. Assim
que a for¢a de deformacdo ¢ removida, tentam relaxar, ou seja, retornar a conformacao
inicial e ao estado de menor energia. Estas moléculas de cadeia longa ndo trabalham
isoladas, o que ocorre ¢ que milhdes de moléculas similares se entrelacam produzindo uma

acdo intermolecular, formando uma rede extensa de cadeias (SCHRAMM, 2006).

O fluido submetido repentinamente a altas forgas de cisalhamento, demonstra
inicialmente uma resisténcia, como a apresentada por um sélido, contra a deformagdo. Logo
apods, os seguimentos conectores irdo deformar-se elasticamente e por fim as moléculas
comecardo a desembaracgar ¢ a fluir de maneira irreversivel uma sobre as outras na direcao
da forca cisalhante aplicada. Na presenca de altas taxas de deformag¢do, uma grande parte da
energia ¢ absorvida por uma deformacgdo eldstica intramolecular e intermolecular, enquanto
que a massa ndo tem tempo suficiente para fluir como fluido viscoso. Juntamente com a
deformagdo elastica, parte da energia de deformacdo ¢é estocada e, durante a fase de
relaxacdo, ela ¢ recuperada. Ja se pequenas forcas sao aplicadas, as moléculas tém bastante
tempo para se arrastar para fora de seu entrelagamento e fluir lentamente. (SCHRAMM,

2006).

2.4 Métodos dinamicos viscoelasticos

Conforme ja foi descrito, os materiais podem apresentar tanto comportamento de

solido como também de liquido, portanto, a viscosidade e a elasticidade sdo duas

possibilidades de resposta dos materiais a tensdo a que sdo submetidos (SCHRAMM, 2006).
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As propriedades viscoelasticas de solidos, semi-sélidos e fluidos sdo mensuradas em
equipamentos denominados redmetros. O redmetro mede a deformagao dependente do tempo
resultante. Determina alteragdes no comportamento mecanico (KARIN, et al., 2000) além de
definir a relacdo entre a tensdo aplicada e a deformacdo resultante (YANG, et al., 2004;
TABILO-MUNIZAGA; BARBOSA-CANOVAS, 2005). Os viscosimetros sdo equipamentos
que se limitam apenas a medida de comportamento do fluxo viscoso (SCHRAMM, 2006).

A andlise no ambito completo do comportamento viscoeldstico requer a utilizacao de
redmetros com alta sofisticacdo em relagdo a um viscosimetro mais simples. A andlise das
propriedades elasticas de um fluido, sem negligenciar as propriedades viscosas, permite uma
excelente elucidacao da estrutura molecular deste fluido e fornece parametros para modificar
esta estrutura de forma a adequa-la as exigéncias de uso. Pode-se ressaltar ainda que a

reologia, requer tempo menor para obter dados significativos (SCHRAMM, 2006).

As medidas reoldgicas podem envolver forcas de grande ou pequena deformacao
(ensaios estacionarios ou dinamicos). Para avaliar as caracteristicas de uma solugdo ou
mesmo realizar o controle de qualidade de um produto alimenticio, indica-se realizar testes
reologicos a baixa tensdo de cisalhamento. Esses testes simulam as condi¢des de utilizagdo
do produto (SCAMPARINI, 1991) e sdao os mais indicados para observar as caracteristicas
reoldgicas de massas, pois ndo causam alteracdo de sua estrutura (WATANABE; BELL;

BROCKWAY, 1998).

As altas tensoes de cisalhamento sdo utilizadas para realizar estudos reoldgicos das
condi¢gdes do processamento de determinadas solugdes ou produtos (SHAW, 1975). Para
estes testes sdo utilizados equipamentos como o farinégrafo, mixdgrafo e extensidografo que
causam a desorientacdo das moléculas e a alteracdo da estrutura da massa (WATANABE;
BELL; BROCKWAY, 1998). Os testes baseados nestes equipamentos sdo uteis para
fornecer informagdes praticas para as industrias de panificacao (SONG; ZHENG, 2007).

Dentre os testes dindmicos de pequena deformagdo o teste dinamico oscilatorio ¢é
conhecido como um dos mais importantes (KARIM; NORZIAH; SEOW, 2000). Em
particular, este teste ¢ uma boa ferramenta para analisar as propriedades viscoelasticas do
pdo. Os testes dindmicos fornecem dados de viscosidade e de elasticidade relacionados com

a freqliéncia aplicada. Relacionam a freqiiéncia ou a velocidade angular escolhida com a
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deformacao ou tensdao resultante (SALVADOR; SANZ; FISZMAN, 2006, SCHRAMM,
2006).

Ensaios dinamicos sdo realizados geralmente dentro da faixa de viscoelasticidade
linear do fluido, ou seja, intervalo onde a resposta do material a uma tensdo ou deformagao
aplicada ocorre de forma linear sendo, portanto realizados geralmente a baixas taxas de
deformacao o que permite que se estude a conformagdo macromolecular e interacdes
intermoleculares do mesmo (SILVA; RAO, 1992). Em um experimento dindmico, uma
tensdo (o) ou deformacdo (y) oscilatoria senoidal a uma freqliéncia () € aplicada no
material e a diferenca de fase entre a tensdo e¢ a deformacdo ¢ medida, o que permite
classificar o material como so6lido elastico (tensdo em fase com a deformacgdo), liquido

viscoso (tensdo 90° fora de fase com a deformagdo) ou fluido viscoelastico (tensao e

deformacgdo defasadas entre 0 e 90°C).

O teste dinamico oscilatorio aplica sobre o material uma forga de pequena amplitude,
0 que assegura que o material ird desenvolver uma curva linear como resposta a forca
aplicada. Sao possiveis trés tipos de medidas para caracterizar o comportamento reoldgico de
um determinado material em um redmetro: através da variacdo da freqiiéncia com valores
fixos de temperatura, através da variagdo da temperatura com freqiiéncia fixa e através da
variagdo do tempo com temperatura e freqiiéncia fixas (RAO, 1999; GUNASEKARAN; AK,
2000). A freqiiéncia provavelmente ¢ o modo de experimento oscilatdrio mais comum e esta
relacionado ao fato de demonstrar com clareza as mudangas nos comportamentos viscoso €
elastico dos materiais com aplicagdo de for¢a e tensdo conhecidas (STEFFE, 1996). Estas
técnicas sdao utilizadas para medir as propriedades viscoeldsticas dos materiais

(GUNASEKARAN; AK, 2000).

No teste dindmico oscilatorio realizado com redmetro rotacional o rotor que pode ser
uma placa superior ou cone ndo gira continuamente em uma direcdo, mas ¢ desviado
alternadamente, para a direita e para a esquerda. A amostra colocada no “gap” de
cisalhamento ¢ forcada a se deformar, gerando tensdes de resisténcia na amostra. Devido a
isto, nos testes dindmicos as amostras de fluidos viscoelasticos e mesmo de solidos ndo sao
mecanicamente alteradas e nem suas estruturas internas sao rompidas durante a realizacao do

teste dinamico (SCHRAMM, 2006).
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Os parametros viscoelasticos podem ser representados por (HAN et al., 2002;
KHATKAR; SCHOFIELD, 2002; SONG; ZHENG, 2007):
e G’: modulo elastico;
e (G”: mddulo viscoso;

e Tan o: fator de perda (G”/G’).

O modulo elastico (G’) é a medida do solido ou das caracteristicas elasticas dos
materiais (KHATKAR; SCHOFIELD, 2002). Também pode ser chamado de moddulo de
armazenamento de energia e indica que a energia de tensdo ¢ temporariamente armazenada
durante o teste, porém pode ser recuperada mais tarde (SCHRAMM, 2006) e ¢ dependente
do rearranjo ocorrido pelas moléculas durante o periodo de oscilagdo (ROSS-MURPHY,

1995).

O modulo viscoso (G”) ¢ a medida do liquido ou das caracteristicas viscosas
(KHATKAR; SCHOFIELD, 2002). A energia utilizada para iniciar o fluxo ¢
irreversivelmente perdida e transformada em calor de cisalhamento. E definido pela razio
entre tensdo e forca e ¢ medido pela energia dissipada ou perdida por ciclo (ROSS-
MURPHY, 1995; WATANABE; BELL; BROCKWAY, 1998). Para este modulo verifica-
se também a utilizacdo do termo modulo de perda (SCHRAMM, 2006).

O Tan 0 indica a relativa contribuicdo das caracteristicas viscosas e elasticas dos
materiais. E a razdo entre a energia perdida e armazenada em cada ciclo de deformagio
(KHATKAR; SCHOFIELD, 2002). Os valores de Tan 6=0 ou 6=0° correspondem as
caracteristicas de materiais eldsticos, enquanto que Tan d=co0 ou 6=90° correspondem ao
comportamento viscoso. Valores dentro dos angulos 0° < & > 90° caracterizam os materiais
viscoelasticos (STEFFE, 1996). Nos experimentos oscilatérios, sdo medidos no material
tanto o comportamento viscoso como também o elastico. Além do comportamento

viscoelastico, a oscilagdo pode também ser utilizada para determinar mudangas estruturais

no material (SOLUTIONS, 1996).

Ao serem plotados os valores obtidos experimentalmente de G’ e G” em fun¢do da
freqiiéncia (@) obtém-se o denominado “espectro mecéanico”, no qual a regido de baixas

freqiiéncias corresponde a grandes intervalos de tempo de observacdo e vice — versa. A
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Figura 11 descreve o comportamento de um espectro mecanico classico de sistemas

poliméricos em cada uma das diferentes regides de freqii€ncias que podem ser estudadas.
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= = Mfddule de Dissipagdo (G")

log Frequéncia (rad/s ou Hz)

Figura 11- Espectro mecanico tipico de sistemas poliméricos

Fonte: (BRETAS, 1996).

Quando o equipamento utiliza elevadas freqiiéncias, ele visualiza o material como
sendo um material vitreo, visto que os segmentos da molécula ndo podem se movimentar
tdo rapidamente quanto a freqiiéncia (®). Na regido de transi¢do vitrea, os segmentos
moleculares se movimentam com a mesma freqliéncia da medicdo experimental. Com
freqliéncias menores observa-se o platd elastomérico, devido aos emaranhamentos. Em
freqiiéncias bem menores, o desentrelagamento da estrutura polimérica produz a zona

terminal (BRETAS, 1996).

Através dos ensaios dindmicos realizados no reémetro, faz-se uma varredura de
freqliéncias, no intervalo linear, obtendo-se como resposta os respectivos valores de G’ e
G’’, que correspondem a contribui¢do elastica e viscosa, respectivamente, do
comportamento do fluido analisado. O modelo mecanico que melhor traduz o
comportamento de um material viscoeldstico ¢ o modelo de Maxwell. Este modelo foi
proposto por James Clerk Maxwell, que aos 19 anos de idade publicou o artigo denominado:
“O equilibrio dos solidos elasticos” (RAO, 1992). O modelo de Maxwell constitui-se de um
elemento s6lido Hookeano (elastico), de rigidez G (mola), ligado em série com um elemento
fluido Newtoniano (viscoso), de viscosidade n (amortecedor), como esté ilustrado na Figura

12.
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Figura 12 - Elemento de Maxwell
Fonte: FREITAS, 2002.

Para determinar as caracteristicas viscoeldsticas através de taxas de pequena
deformacao, o primeiro passo ¢ submeter as amostras a testes para determinar as condi¢des nao
destrutivas apropriadas. A regido viscoelastica linear (LVR) pode ser definida como a regido
onde as determinagdes de forga sdo diretamente proporcionais a tensdo aplicada (STEFFE,
1996). Para a determinagdo deste valor em modo oscilatdrio, sdo aplicados crescentes niveis
ciclicos de forga e tensdo a uma freqii€éncia constante. A LVR serd indicada no ponto onde o
moddulo dindmico viscoelastico permanece constante em mais de 10% da andlise. A amplitude
da for¢a aplicada em geral apresenta um baixo valor e permanece assim durante todo o
experimento para evitar que exceda a regido viscoelastica linear (KARIM; NORZIAH; SEOW,
2000).

Em se tratando de redmetros os sistemas capilares e rotacionais sdo os mais comuns,
sendo este ultimo o mais testado através de pesquisas. Podendo ser (STEFFE, 1996; TABILO-
MUNIZAGA; BARBOSA-CANOVAS, 2005):

e Reometro rotacional de cilindros concéntricos
e Reometro rotacional de placas paralelas

e Redmetro rotacional de cone e placa
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Os redmetros rotacionais permitem o uso de pequenas quantidades da amostra e podem
fornecer uma medida continua da relagdo da taxa de deformagdo e tensdo de cisalhamento.
Nos redmetros de cilindros concéntricos (Figura 13) tem-se o sistema Searle, no qual o cilindro
interno gira, além de ser utilizado para a medida do torque. Ha também o sistema Couette, o
qual ¢ menos comum que o anterior. Neste sistema, o corpo externo gira € o torque ¢ medido

no cilindro interno (STEFFE, 1996).

Figura 13 - Diagrama esquematico de redmetro de cilindros concéntricos.

Fonte: GOZZ0, 2003.

O redmetro de placas paralelas ¢ constituido por duas placas formando um disco e
apresentando uma distancia “gap” uma da outra (Figura 14). Esta distancia entre as placas pode
ser variada, obtendo-se, assim, diferentes faixas de taxa de deformacdo. Qualquer uma das

partes pode girar para medir o torque necessario (BARNES et al., 1989).

—

PLACA SUPERIOR

PLACA INFERIOR

Figura 14 - Diagrama esquematico de redmetro de placas paralelas.

Fonte: GOZZO, 2003.



59

O reometro de cone e placa consiste em uma placa horizontal e um cone invertido o
qual apresenta o vértice muito proximo ao prato (Figura 15). O angulo formado entre a
superficie do cone e o prato € bastante pequeno e a amostra do fluido localiza-se neste pequeno
espago. Como no redmetro de placas paralelas, qualquer uma das partes pode girar para medir

o torque necessario (BARNES et al., 1989).

—

CONE ESTATICO

PLACA ROTATIVA

Figura 15 - Diagrama esquematico de redmetro de cone e placa.

Fonte: GOZZO, 2003.

2.5 Reologia do trigo

A determinacdo da qualidade dos graos e das farinhas de trigo ¢ realizada através de
varias caracteristicas que assumem diferentes significados dependendo da designaciao do uso ou
tipo de produto a que se destina. A reologia na industria de panificagdo ¢ importante para ajudar
a predizer as caracteristicas de processamento da massa e consequentemente a qualidade do
produto final, além de ajudar na defini¢do dos ingredientes dos produtos elaborados (PHAIN-
THIEN; SAFARI-ARDI, 1998; LEE; MULVANEY, 2003; GUTKOSK; NODARI; NETO,
2004).

Os testes de reologia dindmica tém se tornado uma excelente ferramenta para examinar
a estrutura e as propriedades funcionais das massas de farinha de trigo e proteinas devido a sua
resposta caracteristica e sensivel a variacdo da estrutura das massas de pao e das proteinas da

farinha de trigo (SONG; ZHENG, 2007).
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A avaliacdo reoldgica do trigo envolve principalmente o comportamento das massas
perante seus limites de resisténcia a deformagdo. No caso da farinha de trigo, a maior
importancia estd na extensibilidade da massa. Cada produto feito com farinha de trigo
apresenta requerimentos diferentes de extensibilidade, que se manifestam quando se combinam
as gliadinas e gluteninas com agua, leite ou outro liquido, formando o gliten. Por exemplo, o
pdo de forma requer um glaten mais forte do que o pao francés. Cada variedade de trigo
apresenta um potencial diferente de qualidade do gliten, que pode ndo ser alcancado, caso este
cereal ndo encontre as condi¢des ambientais que necessita. Duas pré-condi¢des devem ser
observadas para obtencdo de uma massa com condigdes reologicas apropriadas: uma
formulagdo na qual os ingredientes individuais devem estar balanceados e uma distribui¢ao
homogénea destes através de toda a massa, ambos para permitir a formagdo do glaten

(ABRITRIGO, 2006).

A andlise dos parametros reologicos (G’, G” e Tan o) de diferentes cultivares de
trigo apresenta significativas diferencas. De acordo com estudos anteriores, o gliten de trigo
de baixa qualidade ¢ reoldgicamente caracterizado como menos elastico e mais viscoso do
que glaten proveniente de trigo de alta qualidade. Isto sugere que a variagdo na composi¢ao
e na quantidade das fragdes gliadina/glutenina tem importincia nos efeitos das propriedades

viscoelasticas do gluten (KHATKAR et al., 2002; ZONG; CHENG, 2007).

2.6 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

O historico do microscopio eletronico iniciou por volta de 1935 com o trabalho de M.
Knoll descrevendo a concep¢ao do MEV. Em 1938, Von Ardenne construiu o microscopio
eletronico de transmissdo de varredura e o aumento maximo conseguido foi de 8 000 vezes. O
primeiro microscopio eletronico de varredura para observagdo de amostras espessas foi
construido em 1942 por Zworykin. Em 1965 foi construido o primeiro MEV (“Scanning
Electron Microscope”, SEM) comercial desenvolvido pela Cambridge Scientific Instrument e

desde entdo vem sendo aperfeicoado (BONET, et al.; 2007).

Através do MEV pode-se obter informagdes estruturais ¢ quimicas de diversos tipos
amostrais. A capacidade de aumento do MEV fica entre a capacidade alcangada pelo

microscopio 6tico (MO) e microscopio eletronico de transmissdo (MET). A grande vantagem
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do MEV em relagdo ao microscépio 6tico € sua alta resolugdo, pois permite alcangar aumentos
muito superiores ¢ dependendo do material pode atingir até 900 000 vezes. Entretanto, outras
caracteristicas importantes podem ser ressaltadas como a elevada profundidade de foco
(imagem com aparéncia tridimensional) e a possibilidade de combinar a andlise micro-
estrutural com a micro-anédlise quimica (MOECKE; DE FRANCISCO, 1995; MALISKA,
2006).

A versatilidade da microscopia eletronica de varredura encontra-se na possibilidade de
se poder captar e medir as diversas radiagdes provenientes das interagdes elétron-amostra.
Basicamente, a area ou o micro-volume a ser analisado ¢ irradiado por um fino feixe de
elétrons ao invés da radiagdao da luz. Como resultado da interagdo do feixe de elétrons com a
superficie da amostra, uma série de radiacdes ¢ emitida como, por exemplo: elétrons
secundarios, elétrons retro-espalhados, raios-X caracteristicos, fotons, entre outros. Quando
estas radiacdes sdo captadas corretamente irdo fornecer informacdes caracteristicas sobre a

amostra (topografia da superficie, composi¢do, potencial eletrostatico, campo magnético local,

cristalografia, etc.) (MALISKA, 2006; BONET, et al.; 2007).

2.7 Analise térmica — calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Durante o processamento, a maioria dos alimentos sofre tratamentos térmicos
(cocgdo, pasteurizagdo, esterilizacdo, refrigeracdo, congelamento) que podem alterar as
propriedades fisico-quimicas e funcionais além da reologia, refletindo assim, na qualidade e
consequentemente na aceitabilidade destes alimentos. A analise térmica € uma ferramenta
bastante utilizada na pesquisa, desenvolvimento e controle de qualidade dos alimentos

(HARWALKAR; MA, 1990).

A andlise térmica constitui um grupo de técnicas de grande interesse na
caracterizacdo de alimentos, visto que proporciona dados relevantes ao processamento
industrial de substancias alimenticias, em um tempo relativamente curto e com certa

especificidade quando associada a outras técnicas (SILVA et al., 2001).

A calorimetria exploratoria diferencial (DSC) ¢ uma técnica que consiste na medigao

da diferenca de energia fornecida a uma amostra e ao material utilizado como referéncia,
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quando submetidas a um programa de temperatura. As medidas de variacdo de fluxo de
calor nos instrumentos de DSC sdo conduzidas em pequenos cadinhos ou panelas que
podem ser herméticos para prevenir a perda de massa que pode ocorrer devido a evaporagao

de 4gua quando a temperatura utilizada ultrapassa 100° C (RAHMAN,1995).

Neste contexto, estudos realizados por Yu e Christie (2001), demonstraram a
influéncia de diferentes tipos de panelas (aluminio, aco inoxiddvel com anel de borracha e
aco inoxidavel de alta pressdo) no DSC para o estudo da transi¢do térmica de amidos. Os
resultados obtidos para a mesma amostra foram diferentes devido a massa e a capacidade
térmica dos cadinhos e a perda de massa ocasionada pela evaporacao da agua presente na
amostra. No geral, panelas com maior massa ¢ menor condutividade térmica apresentaram

um maior atraso na resposta ao programa de temperatura.

O DSC fornece dados relacionados com a desnaturacdo de proteinas, gelatinizagao
do amido, fusdo de cristais de gordura, transi¢ao vitrea entre outros (HARWALKAR; MA,
1990). Em panifica¢do esta técnica apresenta algumas vantagens como: possibilidade de
analises para diferentes conteidos de agua, determinacao direta da energia requerida para a
fusdo e retrogradacdo do amido, estudo das proteinas, sendo um método rapido que nao
necessita de preparagdo especial e requer pequena quantidade de amostra (JOHNSON,

1989).

De acordo com Ma (1990), pouco se sabe sobre as caracteristicas térmicas das
proteinas do trigo. Este mesmo autor cita os trabalhos realizados por Eliasson (1983), que
conduziu estudos no DSC, em misturas de gluten e amido. A presenga do gliten induziu a
diminui¢do da entalpia e aumentou a temperatura de gelatinizacdo, sendo que, durante o
aquecimento, a 4gua migra do gluten para o amido. Marchisano e seus colaboradores (1996)
analisaram no DSC misturas de farinha e com diferentes conteudos de agua e tempos de
mistura e sugerem que a interagdo agua — amido na presenga de uma rede de proteina ¢
afetada pela disponibilidade de agua, pois ocorre uma competi¢do pela mesma entre a rede
protéica e o amido. A interagdo com o amido ocorre somente quando a quantidade de dgua ¢

superior a 30-35%.
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Segundo Falcao-Rodrigues (2005), as transi¢cdes que ocorrem nas proteinas afetam o
estado fisico e as caracteristicas de textura de varios alimentos. O comportamento térmico

da massa ¢ muito importante para a qualidade do produto final.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi analisar os efeitos da adi¢do de L-cisteina 100, 200 e 250 ppm,
em amostras comerciais de gliadina e glutenina através da reologia dinamica de oscilagao.
As andlises foram realizadas com trés repeti¢des de acordo com LEE et al. (2003). As
medidas foram conduzidas em redmetro TA-Instruments (Modelo AR 1000-N, TA
Instruments, EUA) utilizando-se sistema de pratos paralelos com 2.5 mm de espago e com
tempo de relaxamento de 1 hora por amostra. A temperatura utilizada foi de 25° C, com
intervalo de freqiiéncia de 0,1 — 100 Hz. Os resultados apresentaram, para a gliadina,
moédulo viscoso (G”) maior que o modulo elastico (G") indicando que esta proteina
apresenta caracteristicas viscosas. Para a glutenina o G’ > G” indicando a predominancia
das caracteristicas elasticas desta proteina. Ambas apresentaram dependéncia da freqiiéncia
de oscilagdo a 25° C, com e sem adi¢do de L-cisteina. Os valores maximos de G’
aumentaram, em relacdo ao controle, com a adicdo de 100 ppm de L-cisteina ¢ foram
diminuindo a partir de 200 ppm, devido a relacdo existente com o nimero de ligacdes
dissulfeto formadas e quebradas. Através do calculo do niimero de ligagdes dissulfeto (SS),
comprovou-se que, com 100 ppm de L-cisteina, ocorreu formagdo de ligacdes (SS) e, a
partir de 200 ppm iniciou-se a reducdo. A avaliacdo reologica, na qual as propriedades
viscoelasticas sdo determinadas, ¢ de extrema importancia, pois permite predizer o

comportamento do material e caracteristicas do produto final.

Palavras-chave: reologia, gliadina, glutenina, ligacdes dissulfeto, L-cisteina,

panificacgdo, gliten.



RAGUZZONI, J. C. Effect of the addition of L-cistein on the rheologic properties
and cross-linkage of the gluten formation proteins. 2007. Dissertation (Food Science

masters program), Federal university of Santa Catarina — UFSC, Florianépolis, SC.

ABSTRACT

The objective of this study was to analyze the effects of addition on commercial samples of
gliadin and glutenin by oscillatory dynamic rheology. The analysis were done in triplicate
according to LEE et al. (2003). The measurements were conducted in a rheometer TA-
Instruments (Model AR 1000-N, TA Instruments, EUA) using the parallel plate system
with 2.5 mm gap and with a relaxing time of 1 hour per sample. The temperature chosen
was of 25° C, with frequency intervals of 0,1 — 100 Hz. The results showed a higher
viscous modulus (G”) than the elastic modulus (G”") which suggests that this protein has
viscous characteristics. For the glutenin, the G’ > G” suggested predominance of the elastic
characteristics for this protein. Both showed a dependency of the oscilation at 25° C with
and without L-cistein. G* s maximum values of the control sample increased with the
addition of 100 ppm of L-cisteine and gradually decreased after 200 ppm because of the
disulfide bonds formed and broken. Through the disulfide (SS) bond calculations, it was
demonstrated that addition of 100 ppm of L-cisteine resulted in (SS) bond formation and
that after 200 ppm a reduction was initiated. Rheologic evaluation to determine viscoelastic
properties, is extremely important since it predicts the behavior of the material and the

characteristics of the final product.

Key words: rheology, gliadin, glutenin, disulfide bonds, L-cisteine, bakery, gluten.
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1 INTRODUCAO

O glaten hidratado forma uma massa coesiva e eldstica e existe uma relagao
entre as ligagdes dissulfeto (SS) e a for¢a do gluten. A rede de interagdo proteina —
proteina através das ligagdes (SS) ¢ forte suficiente para impedir a lixiviagdo do amido
durante o cozimento da massa e também para manter as condigdes de superficie
satisfatorias (LI; LEE, 1996). Tem sido demonstrado que os grupos sulfidrilas (SH) e as
ligacdes dissulfeto (SS) possuem um importante papel no desenvolvimento do gluten e
propriedades de massa para panificacdo (LAVELLI; GUERRIERI; CERLETTI, 1996;
LI; LEE, 1996, LI; LEE, 1998; HERNANDEZ-MUNOZ, 2004; BARONE;
DANGARAN; SCHIMIDT, 2006; DAY et al., 2006; SONG; ZHENG, 2007; WIESER,
2007).

As gluteninas e gliadinas interagem principalmente através de forcas ndo-
covalentes em adigdao as ligagdes (SS) durante o descanso da massa (WEEGELS;
HAMER; SCHOFIELD, 1996; LI; LEE, 1998). Estas proteinas contém o aminoacido
cisteina (C), que apresenta grupos (SH) e por isto estd envolvido na formagdo de
ligacdes intra e intermoleculares (LI; LEE, 1996; BARONE; DANGARAN;
SCHIMIDT, 2006). Pouco se sabe sobre a quantidade destas ligagdes em cada proteina
(BARONE; DANGARAN; SCHIMIDT, 2006), porém sabe-se que, na glutenina, estdo
presentes em maior numero (CHEFTEL; CUQ; LORIENT, 1989).

Os grupos sulfidrilas (SH) presentes na cisteina e nas proteinas do glaten sao um
sitio ativo. Eles sdo potencialmente capazes de interagir uns com os outros, para formar
as ligacdes dissulfeto (SS), e também para cliva-las, promovendo rearranjos moleculares
através de reagdes de troca SS/SH. Teoricamente, a interagdo proteina-proteina que atua
através da formacao das ligagdes (SS) pode ser reduzida pela adicao da cisteina, desde
que este aminoacido possa reagir com a proteina através da formagao de ligagdes (SS)

(LAVELLIL;, GUERRIERI; CERLETTI, 1996; LI; LEE, 1996).

Nos ultimos anos, diversos tratamentos e uso de aditivos tém sido aplicados para
melhorar a qualidade de panificacdo (RAVI et al., 2000; BONET et al., 2006). Agentes

redutores e oxidantes sdo utilizados para melhorar o efeito das trocas SH/SS,
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enfraquecendo ou fortificando a massa, respectivamente (DONG; HOSENEY, 1995; LI,
LEE, 1998; ROSELL et al., 2001; QUEIJI; SCHEMIN; TRINDADE, 2006).

A utilizacdo destes aditivos é capaz de alterar o comportamento reoldgico da
massa. Este fator ¢ de consideravel relevancia na industria de alimentos, uma vez que
possui implicagdes diretas no produto final (ROSELL et al., 2001; QUEILIl; SCHEMIN;
TRINDADE, 2006).

Na reologia, os métodos dindmicos viscoelasticos utilizando experimentos
oscilatorios, fornecem importantes parametros de discussdo e tem sido devidamente
investigados (WANG et al.,, 2000; SONG; ZHENG, 2007). Trabalhos tém sido
conduzidos onde parametros como a influéncia de diferentes agentes redutores e
oxidantes sdo avaliados e, também relacionados com o comportamento reologico
(BONET et al.; 2006; PENA et al., 2006; ZHANG et al., 2006; YIHU, 2007). As
respostas obtidas: G’ e G” fornecem informagdes quanto ao comportamento destes
materiais no processamento industrial e, além disto, possuem relevincia na

aceitabilidade pelo consumidor (KHATKAR et al., 2002; SONG; ZHENG, 2007).

Com base no exposto, a presente pesquisa teve por objetivos: 1) Analisar o
efeito da adi¢do de L-cisteina nas proteinas isoladas gliadina e glutenina, verificando o
comportamento das amostras e as respostas de G” e G”, em relacdo a freqiiéncia de
oscilagdo; 2) Avaliar o efeito da L-cisteina nas ligagdes cruzadas ou cross-link das

proteinas.
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2 MATERIAL E METODOS

Os equipamentos utilizados nesta pesquisa foram gentilmente disponibilizados pelo
laboratorio Cereal Chemistry do departamento Food & Agricultural Products Center,
Universidade Estadual de Oklahoma - Stillwater - EUA.

2.1 Material

Para a realizagdo deste trabalho de estudo, foram utilizadas duas amostras
comerciais de proteinas do trigo, gliadina e glutenina (Figura 1), da MGP Ingredients -
EUA. Ambas foram fornecidas pelo laboratorio Cereal Chemistry. As amostras foram

acondicionadas sob congelamento (-16° C) para evitar qualquer tipo de deterioracao.

GLIADINA GLUTENINA

Figura 1 - Amostras - gliadina e glutenina da MGP Ingredients.
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2.2 Métodos

2.2.1 Umidade

As amostras foram analisadas em triplicata quanto ao teor de umidade segundo
método oficial da AACC 44-19 (American Association of Cereal Chemists, EUA). Este
dado foi utilizado para calcular a quantidade de L-cisteina adicionada na amostra para o

experimento reologico.

2.2.2 Reologia

Os experimentos foram realizados em um redmetro TA-Instruments (Figura 2)
(Modelo AR 1000-N, TA Instruments, EUA). As medidas foram conduzidas utilizando-se
o sistema de pratos paralelos com 2.5 mm de espago € com o tempo de relaxamento de uma
hora por amostra. A temperatura utilizada foi de 25°C para todas as corridas e foi
controlada por circulagdo de 4gua através de banho termostatizado. O intervalo de

freqliéncia utilizado foi de 0,1 — 100 Hz (LEE; MULVANEY, 2003).

Os testes de varredura da tensdo oscilatoria foram realizados dentro de uma tensao
de 0,001 a 100 Pa, com a utilizacdo de uma freqiiéncia constante de 0,1 Hz para determinar

a regido viscoelastica linear (LVR — linear viscoelastic region).

- —

Figura 2 — Redmetro (Modelo AR 1000-N, TA Instruments, EUA).
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Para analisar o efeito da adicdo de L-cisteina nas fragdes do gluten, gliadina e
glutenina, utilizou-se este agente redutor nas concentragdes 100, 200 e 250 ppm. Para cada

concentragdo foram realizadas trés repeticdes reologicas.

A L-cisteina foi adicionada as amostras na propor¢ao diluida 1:1 (50% solido e
50% liquido). A mistura foi efetuada em farindgrafo durante cinco minutos. Apds a
mistura da amostra com L-cisteina, a massa resultante foi imediatamente analisada no
redmetro (Figura 3). O excesso de massa no redmetro foi retirado com uma espatula.
Durante as medidas foi utilizada uma cépsula de vidro sobre o sistema e 6leo de silicone

foi adicionado sobre as bordas da amostra evitando o ressecamento.

Através da reologia dinamica oscilatoria foram determinados os seguintes
parametros reologicos: médulo elastico (G’) e modulo viscoso (G”) versus freqiiéncia de

oscilagdo.

2.2.3 Determinacio do nimero de cross-link ou ligacées cruzadas

O efeito da adigdo de L-cisteina no cross-link das proteinas isoladas do gluten,
gliadina e glutenina, foi determinado através da férmula sugerida por Muller (1969), para a
qual inicialmente calcula-se a média da massa molar entre os cross-links (M,) a partir das
médias dos valores de G’ maximos:

M=(pRT)/G’

Onde, p ¢ a densidade do material, R ¢ a constante dos gases, 7 ¢ a temperatura
absoluta, ¢ G’ ¢ o modulo eléstico do material. Para o calculo do nimero de cross-link (N,)
aplica-se a equagao:

N= massa molar média / 2 M,

Para a glutenina foi utilizada a massa molar média de 100.000 g/mol e para a
gliadina 40.000 g/mol. A densidade de ambas as proteinas foi determinada através de uma
proveta aferida pela divisdo da média da massa de 10 amostras pela média do volume
deslocado na proveta, sendo 1,7 g/em® para a glutenina e 1,9 g/em’ para a gliadina

(LAMBERT; KOKINI, 2001).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Reologia

Para determinar o comportamento reologico das proteinas do gliten (gliadina e
glutenina) conduziu-se o teste oscilatério com intervalo de freqiiéncia de 0,1 a 100 Hz,
observando-se o efeito da adi¢do de L-cisteina, visto que a reologia dindmica ¢ uma técnica

capaz de descrever o comportamento viscoelastico dos materiais analisados.

MASSA DE GLIADINA MASSA DE GLUTENINA

Figura 3 - Gliadina e glutenina apds mistura em farinografo com a L-cisteina e analise

no redmetro.

As técnicas dindmicas de oscilacdo medem as propriedades reoldgicas como o
modulo eléstico (G’) e o moédulo viscoso (G”) através da aplicacdo de uma forga rotacional
oscilatoria de pequena amplitude, com variagdo da freqiiéncia aplicada (STEFFE, 1996). A
resposta resultante ¢ medida em termos dos componentes elasticos (G’) e dos componentes
viscosos (G”). Para melhor compreensao, a Figura 4 apresenta as principais caracteristicas
do comportamento viscoso (G”) e eldstico (G’) para polimeros, através de uma ampla
variagdo de freqiiéncias. A escala de freqliéncia mais baixa, chamada de zona terminal, ¢
caracterizada por G”>G’. Este comportamento ¢ descrito como liquido ou viscoso, onde as
moléculas poliméricas estdo livres para fluir. Em freqiiéncias intermediarias, os polimeros

mostram uma regido de platé sendo G’>G”. Este comportamento ¢ descrito como so6lido ou
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elastico, indicando a regido onde ocorre um enredamento dos polimeros nao os deixando

livres para se moverem (STATHOPOULOS et al.; 2006).

Regido de Plato

G

Log Frequéncia

Figura 4 - Principais caracteristicas do comportamento viscoso (G”) e eléstico (G’)

para polimeros através de uma ampla variacao de freqliéncias.

Neste trabalho, foram analisados isolados protéicos com caracteristicas reologicas
diferentes. Através do grafico que apresenta o comportamento da gliadina (Figura 5), ¢
possivel observar que G” ¢ superior a G’ indicando que esta proteina apresenta
caracteristicas mais viscosas. O isolado protéico de glutenina apresentou G’ superior a G”
(Figura 6) indicando o comportamento mais elastico da amostra. Estas caracteristicas
mostradas confirmaram o carater viscoso e elastico das amostras ja amplamente citadas na
literatura (ATTENBURROW et al., 1990; CORNEC; POPONEAU; LEFEBVRE, 1994;
KHATKAR; BELL; SCHOFIELD, 1995; JEREZ et al., 2005; XU; BIETZ; CRAIG,
2007). Como a massa do pao ¢ composta por fragdes destas proteinas, reologicamente ele
pode ser considerado como um material viscoelastico que apresenta comportamento

intermediario entre um liquido viscoso e um sélido elastico (CABALLERO et al.; 2005).
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Figura 5 - Modulo elastico (G’) e mddulo viscoso (G”) em funcdo da freqiiéncia para a
gliadina.
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Figura 6 - Modulo elastico (G’) e mddulo viscoso (G”) em funcdo da freqiiéncia para a
glutenina.
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Foi realizada uma varredura na freqiiéncia de oscilagdo buscando com isso observar
a relacdo entre o aumento da freqiiéncia de deformacdo aplicada sobre as amostras em
qualquer etapa da freqiiéncia e os valores resultantes dos modulos elasticos (G”) e viscosos
(G”) (SCHRAMM, 2006). A evolucao com a freqiiéncia (espectro mecanico) de G’e G”
das amostras gliadina e glutenina a 25° C, com e sem adicao de L-cisteina, estdo ilustradas

nas Figuras 7, 8, 9 ¢ 10.

As figuras mostram, claramente, a dependéncia da evolu¢do das fungdes com a
freqiiéncia de oscilagdo, ou seja, o aumento de G’e G” com o aumento da freqiiéncia, tanto

para a gliadina como para glutenina em todas as concentracdes de L-cisteina utilizadas.

Diversos autores tém observado a dependéncia de G* e G” com a freqiiéncia em
estudos envolvendo o gluten ou suas proteinas isoladas. Berland e Launay (1995),
estudaram as propriedades reologicas da massa em relacao ao conteido de dgua. Janssen,
Vliet e Vereijken (1996), trabalharam com gluten nativo e reconstituido. Khatar et al.
2002, estudaram as propriedades reoldgicas do gliten adicionado de fragdes de gliadina.
Jerez et al. (2005), trabalharam com bioplasticos de gluten com adi¢do de glicerol.
Salvador, Sanz e Fiszman (2006), verificaram o efeito da adicdo de NaCL, sacarose e
fermento nas propriedades reologicas da massa. Song e Zheng (2007), trabalharam com
massas enriquecidas com gluten e fragdes de gliadina e glutenina. Xi, Bietz e Carriere
(2007), trabalharam com as propriedades viscoelasticas de diferentes suspensdes de
gliadina e glutenina. Em todos os casos, foi demonstrada a dependéncia dos modulos

elastico e viscoso com a freqiiéncia de oscilagdo.
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Figura 7 - Mdédulo elastico (G’) em funcao da freqliéncia para diferentes concentragdes

de L-cisteina na amostra glutenina a 25° C.

i o®
_ o2 EW
ogulE
n”a..
10000 - Yl L
—~ ] "ﬂa..
© i ﬂ"..
o ] ool
~ 1 o
= _ 0”2...
O o0lml
(o)) 'n””l-.
o --.
— 1000 4
] Sem adigao de L-cisteina
| Média 100 ppm
i Média 200 ppm
100 - Média 250 ppm
. T T T T T IIII T T T T T IIII T T T T T IIII
1 10 100
Log Frequéncia (Hz)
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L-cisteina na amostra glutenina a 25° C.
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Figura 9 - Mdédulo elastico (G”) em fun¢ao da freqiiéncia para diferentes concentragdes

de L-cisteina na amostra gliadina a 25° C.
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de L-cisteina na amostra gliadina a 25° C.
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As diferengas obtidas com a adi¢cdo de L-cisteina nos caracteres elasticos (G’) e
viscosos (G”) através da variagdo da freqiiéncia (Tabela 1) podem ser descritas através das

equacdes (RAO, 1999):

G’=K'(0)" ¢ G"=K"(o)"
Onde (K) e (n) sdo constantes e (o) a freqiiéncia aplicada.

Os valores de (K) e (n) obtidos dos resultados experimentais estdo listados na
Tabela 1 e demonstram o grau de dependéncia dos moddulos elasticos e viscosos das

amostras, com relagdo a freqiiéncia.

Tabela 1 — Interseccdo (K’, K”) e inclinacdo (n’, n”’) da regressao linear de log ® pelo log

de G’e G” (Pa) das diferentes concentragdes de L-cisteina para a glutenina e gliadina.

L-cisteina Glutenina Glutenina Glutenina Glutenina
G’ log (K’) G () G” log (K”) G” (n”)

0 ppm 6199 0,30 3236 0,41

100 ppm 7527 0,31 3890 0,41

200 ppm 6714 0,32 3548 0,41

250 ppm 6025 0,33 3316 0,42

L-cisteina Gliadina Gliadina Gliadina Gliadina
G’ log (K’) G () G” log (K”) G” (n”)

0 ppm 5885 0,48 5754 0,50

100 ppm 5370 0,48 5370 0,51

200 ppm 4168 0,50 4677 0,48

250 ppm 5623 0,49 5495 0,48

Como se pode observar na Tabela 1, com a adigdo de L-cisteina aos isolados
protéicos de glutenina as caracteristicas elasticas (G’) e viscosas (G”) apresentaram a
seguinte ordem em relacdo a inclinagdo: 0 ppm < 100 ppm < 200 ppm < 250 ppm e 0 ppm

e,

=100 ppm = 200 ppm < 250 ppm. Quanto mais o “n” se aproxima de 1, mais elastico ou
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mais viscoso sera o material. Isto demonstra que a adi¢cdo de L-cisteina proporcionou um
certo aumento das caracteristicas elasticas da glutenina e as caracteristicas de viscosidade

permaneceram praticamente sem alteragao.

Para a gliadina os valores de (n) foram respectivamente: 0 ppm = 100 ppm < 200
ppm > 250 ppm e 0 ppm < 100 ppm > 200 ppm = 250 ppm. Isto demonstra que a
elasticidade da gliadina praticamente ndo foi alterada com a adicdo de L-cisteina e a

viscosidade decresceu levemente.

Analisando-se os valores de G* maximos (Tabela 2) obtidos no grafico do modulo
elastico (G’) em fungdo da freqiiéncia para a glutenina (Figura 7), percebe-se uma pequena
variagdo no modulo elastico, decorrente das diferentes concentragdes de L-cisteina
acrescentadas na massa. Os valores de G’ foram diminuindo com o aumento da
concentragdo do redutor L-cisteina. Estes valores foram: 33,95 KPa para 100 ppm de L-
cisteina, 32,85 KPa para 200 ppm e 29,62 KPa para 250 ppm. Como o aumento do modulo
elastico esta relacionado com o aumento dos cross-links ou ligagdes dissulfeto (DONG;
HOSENEY, 1995; LAMBERT; KOKINI, 2001), estes resultados demonstram o aparente
decréscimo destas ligacdes, sustentando a informagao de que a cisteina quebra ou bloqueia
as ligagdes dissulfeto (SS), o que provavelmente ocasionou a ruptura das moléculas de
glutenina e formagdo de cadeias protéicas menores (LAMBERT; KOKINI, 2001). Porém,

em relacdo ao G’ obtido sem adig@o de L-cisteina (26,49 KPa) estes valores aumentaram.

Como a glutenina ¢ uma fracdo de proteina que contém varios residuos de cisteina
(CHEFTEL; CUQ; LORIENT, 1989) e apresenta ligagdes dissulfeto intramoleculares e
também grupos sulfidrilas livres que, por oxidacdo, formam ligagdes dissulfeto
intermoleculares (SGARBIERI, 1996; SHEWRY; TATHAM, 1997; RAKSZEGI et al.,
(2005), estes resultados podem indicar que, inicialmente, a L-cisteina se ligou a estes
grupos sulfidrilas livres formando liga¢des dissulfeto até saturagdo dos mesmos, sendo

estas ligacdes reduzidas na seqiiéncia pelo aumento da concentragdo de L-cisteina.

No caso da gliadina, os valores de G maximos (Tabela 2 e Figura 9) também foram
influenciados pelas diferentes concentragdes de L-cisteina acrescidas na amostra,
observando-se que G’ também diminuiu com a concentracdo do redutor. Para G’ da

gliadina os valores foram: 46,82 KPa para 100 ppm de L-cisteina, 45,69 KPa para 200 ppm
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e 43,89 KPa para 250 ppm. Entdo, com a diminuicdo dos valores de G’ a medida que
aumenta-se a concentracdo de L-cisteina, supde-se que ocorreu a reducao das ligagdes
dissulfeto. O G’ obtido sem adicdo de L-cisteina mostrou-se semelhante ao da glutenina,
porém em diferentes proporgdes. Este valor foi de 45,28 KPa, portanto menor do que o G’

nas concentragdes de 100 e 200 ppm de L-cisteina.

Como a gliadina ¢ uma proteina com poucos residuos de cisteina (CHEFTEL;
CUQ; LORIENT, 1989) que apresenta ligacdes dissulfeto intramoleculares (RAKSZEGI et
al., 2005) e poucos grupos sulfidrilas livres (SGARBIERI, 1996), isto pode nos levar a
concluir que este pequeno aumento de G’, com a adigdo de L-cisteina (100, 200 e 250 ppm)
sugere, da mesma forma que ocorreu para a glutenina, que inicialmente a L-cisteina se
ligou aos poucos grupos sulfidrilas livres promovendo a formag¢do de uma pequena
quantidade de ligagdes dissulfeto ou cross-link até saturagdo das mesmas sendo estas

reduzidas na seqiiéncia com o aumento da concentracao de L-cisteina.

A proporcdo foi menor para a gliadina em comparagdo com a glutenina visto que a
gliadina apresenta menor nimero de SH e SS e na glutenina ocorrem liga¢des inter e

intramoleculares ao passo que na gliadina somente liga¢des intramoleculares.

Tabela 2 — Média dos valores maximos de G’ (KPa) para a gliadina e glutenina nas

diferentes concentracdes de L-cisteina a 25° C.

L-cisteina Glutenina média de G’ Gliadina média de G’
0 ppm 26,49 45,28
100 ppm 33,95 46,82
200 ppm 32,85 45,69
250 ppm 29,62 43,89

J& estd comprovado que as propriedades reoldgicas da massa de pdo e sua rede
tridimensional sdo dependentes do arranjo e numero de ligagdes dissulfeto e grupos
sulfidrilas da proteina. A contribui¢do vital destas (SS) a estabilidade da massa de pao foi

relatada em estudos reologicos pela adi¢ao de agentes formadores ou bloqueadores de (SS).
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Uma pequena quantidade de cisteina modifica as propriedades da massa influenciando no

resultado final (DONG; HOSENEY, 1995).

Quando a cisteina ¢ adicionada no gliten, como ja ocorreu a interagdo entre a
gliadina e a glutenina e as ligacdes dissulfeto ja estdo formadas, a cisteina inicia sua acdo
atuando diretamente na reducdo ou no bloqueio destas ligacdes e, consequentemente,

enfraquecendo a massa (LAMBERT; KOKINI, 2001).

3.1.1 Determinacido do numero de cross-link ou ligacées cruzadas

O numero de cross-link foi estimado, assumindo valores de massa molar de
100.000 g/mol e 40.000 g/mol para a glutenina e gliadina respectivamente, utilizando a
equacao:

Ne=MM/2M,

Para isto, foi inicialmente calculada a média da massa molar entre os cross-links
(M,) a partir das médias dos valores de G’ méaximos, utilizando a equacao:

M=(pRT)/G’

De acordo com os resultados, o nimero de cross-link para a glutenina foi de 0,31
(0 ppm de L-cisteina), 0,40 (100 ppm), 0,39 (200 ppm) e 0,35 (250 ppm). Para a gliadina
foram obtidos os seguintes valores: 0,19 (0 ppm), 0,20 (100 ppm), 0,19 (200 ppm) e 0,18
(250 ppm). (Tabela 3).

Com a analise destes resultados e com base nas reagdes de troca SS-SH entre a
cisteina e as proteinas do gliten, o efeito da cisteina nas proteinas isoladas foi a
formacao de ligagdes dissulfeto com a adicdo de 100 ppm até completa saturagdo dos

sitios ativos livres, seguida de uma redugdo a partir de 200 ppm.

Comparando os resultados obtidos sem adigdo de L-cisteina com os resultados
de 250 ppm, observa-se que mesmo na maxima concentragdo utilizada, o nimero de

cross-link ainda assim ¢ superior ou semelhante ao da proteina nativa sem o redutor. Isto
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demonstra que para obter-se um efeito redutor desejado nas proteinas isoladas ¢

necessaria a adi¢ao de uma concentracao superior a 250 ppm de L-cisteina.

Tabela 3 — Média dos valores de M¢e N, para a glutenina e gliadina.

L-cisteina Glutenina Glutenina Gliadina Gliadina
M. (g/mol) N, M, (g/mol) N.

0 ppm 161149 0,31 108132 0,19

100 ppm 124335 0,40 102719 0,20

200 ppm 135381 0,39 103218 0,19

250 ppm 142336 0,35 113178 0,18

Estudos foram realizados para observar as mudancas ocorridas na massa de pao
com a adicdo de cisteina. Quando a rede de gluten ja estd formada foi claramente

observado o efeito redutor da cisteina.

Dreese et al. (1988), observaram uma forte resposta nos valores de G’ quando
massas de pao de trigo foram tratadas com cisteina, porém, a resposta em proteinas
isoladas pode ser diferente da resposta de uma massa onde outros componentes

interferem na reologia.

Lambert e Konini (2001), também observaram que a cisteina quebra ou bloqueia
a formagao das ligagdes dissulfeto (SS) quando ¢ adicionada a farinha de trigo durante o

processamento.

Berland e Launay (1995) observaram efeito similar quando adicionaram
glutationa (agente redutor) em massas de pao, com concentragdo de 50 ppm. Nestes
casos, o decréscimo de G’, caracteristica de redug¢do no cross-link de sistemas
poliméricos, foi consistente com o que geralmente ¢ aceito na teoria de que a cisteina ¢

capaz de quebrar ou inibir a formagao de ligagdes SS.
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3 CONCLUSAO

As proteinas isoladas do glaten, gliadina e glutenina, apresentaram as seguintes
respostas reoldgicas através dos modulos elastico (G’) e viscoso (G”), com variagdao na

freqiiéncia de oscilagdo a 25 ° C e adig¢ao de L-cisteina:

A gliadina apresentou G” > G’ indicando a predominancia das caracteristicas
viscosas e a glutenina G* > G” indicando a predominancia das caracteristicas elasticas

desta proteina;

A 25° C ambos isolados protéicos demonstraram dependéncia da freqiiéncia

de oscilagdo com e sem adi¢do de L-cisteina;

Com a adigdo de L-cisteina ocorreu um pequeno aumento das caracteristicas
elasticas da glutenina e as caracteristicas de viscosidade quase ndo foram alteradas. Ja
na gliadina a elasticidade permaneceu praticamente a mesma e a viscosidade teve um

leve decréscimo;

Tanto para a glutenina quanto para a gliadina os valores maximos de G’
aumentaram, em relacdo ao controle, com a adi¢cdo de 100 ppm de L-cisteina e foram
diminuindo a partir de 200 ppm, estando estes resultados relacionados com o nimero de

ligagdes dissulfeto formadas e quebradas.

Através da equacdo proposta por Muller (1960), comprovou-se que com
adi¢ao de 100 ppm de L-cisteina ocorreu formagao de ligagdes dissulfeto até a saturagao
dos sitios ativos livres e, a partir de 200 ppm, iniciou-se a reducao das ligagdes. Assim,
para obter-se efeito redutor nas proteinas isoladas do gluten seria necessario acrescentar

L-cisteina em concentracao superior a 250 ppm.
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A adigdo da L-cisteina obteve respostas significativas nas propriedades
reologicas das proteinas isoladas do gliten, demonstrando a importancia das ligagdes
dissulfeto (SS) e que estas podem ser reduzidas pela L-cisteina em concentragdes

superiores a 250 ppm.

Com base no exposto, sugere-se que a forma de atuacdo da L-cisteina na
gliadina e glutenina isoladamente pode ser: em pequenas quantidades promove
rearranjos moleculares e formagao de ligacdes dissulfeto e, em altas concentragdes, atua

como agente redutor na quebra das ligagdes.

Assim, através das propriedades reoldgicas, os resultados obtidos nas amostras
gliadina e glutenina, demonstraram que, em alguns parametros, a adicdo de L-cisteina
nas proteinas isoladas atua de forma diferente quando comparada a sua adi¢@o na rede de

glaten.
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CAPITULO 3

EFEITO DA ADICAO DE L-CISTEINA NAS PROTEINAS
FORMADORAS DO GLUTEN: ANALISES MICROSCOPICA (MEV)

E TERMICA (DSC)

Artigo a ser submetido para a Revista “Cereal Chemistry”.



RAGUZZONI, J. C. Efeito da adicdo de L-cisteina nas proteinas formadoras do
gliuten: analises microscopica (MEV) e térmica (DSC). 2007. Dissertacao (Mestrado
em Ciéncia dos Alimentos), Curso de Poés-Graduacdao em Ciéncia dos Alimentos,

Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC, Florianopolis.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi observar os efeitos da adi¢ao de L-cisteina 100 e 250 ppm, em
amostras comerciais de gliadina e glutenina através de andlise microscopica (MEV) e
analise térmica (DSC). Observou-se, diferencas entre as micrografias da gliadina e da
glutenina, demonstrando a acdo da L-cisteina em promover ligacdes dissulfeto (SS) a 100
ppm, seguida de sua capacidade redutora em maiores concentragdoes. Através dos
termogramas obtidos pelo DSC, observou-se um unico pico endotérmico que foi
relacionado com a saida de &gua das amostras. Picos de desnaturacdo térmica e
temperatura de transicdo vitrea ndo foram identificados. Com adicdo de L-cisteina os
valores de AH na glutenina obtiveram uma queda e para, a gliadina, um aumento, indicando

menor ou maior retengdo de d4gua na proteina.

Palavras-chave: gliadina, glutenina, L-cisteina, andlise térmica, andlise microscopica,

DSC, MEV.



RAGUZZONI, J. C. Effect of L-cistein addition on the gluten formation proteins:
scanning electron microscopy (MEV) and thermal analysis (DSC). Dissertation
(Food Science masters program), Federal university of Santa Catarina — UFSC,

Florianopolis.

ABSTACT

The objective of this work was to observe the effects of the addition of 100 e 250 ppm, in
commercial samples of gliadin and glutenin with scanning electron microscopy and thermal
analysis (DSC). The electron micrographs clearly showed differences between gliadin and
glutenin demonstrating the action of L-cisteine which promotes the formation of disulfide
bonds (SS) at 100 ppm followed by it’s reducing capacity at higher concentrations. The
thermograms obtained by DSC, showed a single endothermic peak that is related with the
release of water from the samples. Denaturation and vitreous transition peaks were not
identified. With the addition of L-cisteine the AH values of the glutenin dropped and those

of the gliadin increased which indicates a lesser water retention capacity of the protein.

Key words: gliadin, glutenin, L-cisteine, thermal analysis, microscopy analysis, DSC,

SEM.
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1 INTRODUCAO

As propriedades funcionais dos produtos de panificagio sdo amplamente
dependentes das proteinas do gliten, a gliadina e a glutenina. Diversos tratamentos t€ém sido
utilizados para melhorar a qualidade destas proteinas (ROSSEL et al., 2003; BONET et al.,
2006). As ligacdes dissulfeto (SS) ou a formacdo de ligacdes covalentes sdo formas de
modificar sua funcionalidade e, simultaneamente, aumentar as aplicagdes em diferentes
processos. O uso de aditivos, como os agentes oxidantes, induz a formagdo de ligagdes
dissulfeto (SS) pela oxidacdo de residuos de cisteina, resultando na ligagdo cruzada destas
proteinas (TILLEY, et al., 2001; RASIAH, et al., 2005). Esta reacdo na massa do pdo ajuda
na formagdo da rede de gluten e melhora as propriedades estruturais e viscoelasticas e,
portanto, melhora a qualidade de panificagdo (WIKSTROM; ELIASSON, 1998; FAYLE et
al., 2000). Por outro lado, quando se pretende enfraquecer a massa para formulagdo de
determinados produtos, pode-se utilizar os agentes redutores como a L-cisteina, que atuam
de forma contraria aos agentes oxidantes nas ligacdes dissulfeto (SS) (HAYTA;

SCHOFIELD, 2004; INDRANI; RAO, 2006).

Com o uso de aditivos, a microestrutura do alimento pode ser modificada, resultando
em uma série de operacdes de reestruturagdo e reorganizacao. A estrutura do alimento ¢ de
grande importancia em todos os aspectos de funcionalidade. A organizagdo microscédpica do
alimento governa as informagdes macroscopicas que estdo sendo observadas através de
instrumentagdo, fazendo com que ocorram grandes modificagdes na estrutura e textura do
produto final (LI; LEE, 1996). De acordo com Aguilera e Stanley (1990), define-se como
microestrutura de alimentos a organizagdo de seus componentes e suas interagdes. A andlise
da microestrutura dos alimentos estd sendo reconhecida como um pré-requisito necessario
para entender suas propriedades. Todos aqueles que tém interesse em descrever, prever e
controlar o comportamento de materiais alimenticios reconhecem a importancia da maneira
como os componentes interagem, ja que existe uma conexao entre a estrutura e sua

funcionalidade (BOGNER et al., 2007).

A microscopia (Optica ou eletronica) ¢ uma técnica apropriada para analise de

estrutura de alimentos por se tratar de um método analitico que fornece resultados em forma
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de imagens. Esta técnica ¢ utilizada para visualizar o comportamento do alimento em termos

de morfologia e composicao.

Diversos estudos a respeito da microestrutura da farinha de trigo e da massa de pao
tém sido realizados utilizando diferentes técnicas microscopicas como microscopia optica,
microscopia de transmissdo e microscopia eletronica de varredura (MEV) (BETCHEL;
POMERANZ; DE FRANCISCO, 1978; ROMAN-GUTIERREZ; GUILBERT; CUQ, 2002;
KIM et al.; 2003; JACKOWIAK, 2005; BONET et al., 2006; BARONE; DANGARAN;
SCHIMIDT, 2006; BARCENAS; ROSSEL, 2006). A MEV ¢ amplamente utilizada na
investigacdo das microestruturas envolvendo graos de cereais, farinha de trigo e seus
produtos derivados entre outras investigagdes de relevancia cientifica (ROMAN-
GUTIERREZ; GUILBERT; CUQ, 2002; GUEMES-VERA; ESPERANZA; DAVILA-
ORTIZ, 2004).

Outro pardmetro de grande importancia envolvendo as proteinas do trigo sdo suas
propriedades térmicas. Elas também podem ser influenciadas pela adi¢cdo de agentes

externos, como, por exemplo, a L-cisteina (LAVELLI; GUERRIERI; CERLETTI, 1996).

As transi¢des que ocorrem nas proteinas afetam o estado fisico e as caracteristicas de
textura dos alimentos. As propriedades térmicas sdo importantes para a qualidade dos
produtos finais de panificagdo e podem-se destacar dois fendmenos de grande relevancia
envolvendo as proteinas: a desnaturagio e a transi¢do vitrea (FALCAO-RODRIGUES;
MARTINS; BEIRAO-DA-COSTA, 2005).

A desnaturagdo ¢ o processo de transi¢do mais importante que ocorre nas proteinas
durante a panificagdo e contribui significativamente para as caracteristicas do produto final.
A desnaturagdo das proteinas ¢ definida como um processo ou seqiiéncia de processos que
ocasiona a modifica¢do de sua estrutura (secundaria, tercidria e quaternaria) da forma nativa
para um arranjo mais desordenado. Pode ser estudada através do DSC onde a desnaturacao ¢
observada como um pico endotérmico (FALCAO-RODRIGUES; MARTINS; BEIRAO-
DA-COSTA, 2005).

Compostos quimicamente puros geralmente sdo estaveis. No entanto, os alimentos

sao formados por uma combinagdo de diferentes componentes e, por essa razao, existem em
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um estado de nao-equilibrio amorfo. Materiais amorfos (glaten) sdo compostos susceptiveis
as mudangas de temperatura e pressdo do ambiente, de modo que pequenas variagdes nas
condi¢cdes ambientais podem provocar mudancas de estado em alguns componentes,
causando mudancas estruturais indesejaveis. A mudanga de fase mais comum em alimentos
¢ a transicdo vitrea, que consiste em uma transicdo de um estado sélido-vitreo para um

estado semi-liquido gomoso (COLLARES; KIECKBUSCH; FINZER, 2002).

A hidratagdo das proteinas do gluten também se destaca pela importancia devido a
influéncia que exerce sobre as propriedades mecanicas e reologicas da massa. A mobilidade
da agua ¢ fator critico para que ocorra a interagdo entre as proteinas do gluten e a agua para
obtencao das caracteristicas de viscoelasticidade. A hidratacdo somada ao trabalho mecanico
causa o desdobramento das proteinas fortemente ligadas e formagao da rede viscoelastica
que contribui para o volume do pao desenvolvido durante o processo de panificagdo

(CHERIAN; CHINACHOTI, 1996).

Como visto, as propriedades funcionais da massa de pao dependem principalmente
das proteinas que formam a rede de gliaten (BONET et al., 2006). Em virtude do exposto,
este estudo teve como objetivos: avaliar os efeitos da adicdo do redutor L-cisteina 100 e 250
ppm nas proteinas isoladas do gliten, gliadina e glutenina, através de analises microscopicas
(MEV) e verificar as possiveis alteragdes nas propriedades térmicas, através de analise por
DSC, em virtude de que poucos estudos foram conduzidos com relagdo as proteinas de

forma isolada.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para as anélises de microscopia, as massas amostrais resultantes da analise reologica

foram guardadas e liofilizadas.

As amostras de gliadina e glutenina foram analisadas com adi¢do de 100 e 250 ppm

de L-cisteina e verificadas as mudangas estruturais.

Para observagdo por MEV, as amostras foram fixadas em pequenos pedacos de fita
adesiva metalica de cobre dupla face, presos em suportes “stubs” de aluminio de Icm de
diametro por lcm de altura. Esses conjuntos foram recobertos por uma fina camada de ouro
em um evaporador Balzer mod. SCD50 com corrente de 400mA. A observagao das amostras
foi feita, posteriormente, em um microscopio eletronico de varredura com aceleragdao da

voltagem de 20kv.

2.2 Analise Térmica - Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As propriedades térmicas da gliadina e da glutenina foram determinadas utilizando-
se um DSC-50 (Perkin Elmer Corp., Norwalk, CT) calibrado com indio e fluxo de
nitrogénio de 15 mL min" Foram realizadas corridas da temperatura ambiente até 250 °C

com taxa de aquecimento de 10 °C min™.

Para analisar o efeito da adi¢do de L-cisteina nas amostras, utilizou-se este agente
redutor nas concentragdes 100 e 250 ppm. Para a formulagdo da massa amostral a L-cisteina foi

adicionada na proporgao 1:1 (50% s6lido e 50% liquido).

Foram utilizadas panelas de aluminio hermeticamente fechadas para as analises. Um
cadinho vazio foi utilizado como referéncia. Foram coletados dados da temperatura inicial

(T1), pico (Tp), temperatura final (Tf) e entalpia (AH).

As analises térmicas foram realizadas sem repeticdes, devido ao alto custo dos

cadinhos utilizados no DSC.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada para observar o efeito da
adigdo de L-cisteina na estrutura das proteinas do gliten, a gliadina e a glutenina. As
imagens captadas mostram detalhes da estrutura dos isolados protéicos e as mudangas

ocasionadas pela adi¢do do agente redutor.

As micrografias do MEV apresentaram significativas diferengas estruturais entre as
massas de gliadina e de glutenina e as distintas concentragdes de L-cisteina, estando estas

diferencas correlacionadas com as caracteristicas individuais de cada proteina.

A glutenina sem adi¢cdo de L-cisteina (Figura 1) mostrou uma estrutura compacta e
porosa com alvéolos (espagos de ar) (39,1um — 11,2 um) cercados por folhas laminares de
material continuo e liso e foram observados na forma arredondada e alongada estando

relacionados com a expansao do volume.

Figura 1: Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura. Glutenina sem adigdo de

L-cisteina com aumento de 250 ¢ 1000X.
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Com a adicao de L-cisteina 100 ppm (Figura 2), observou-se estrutura porosa com
alvéolos maiores (52 um — 10,3 pm) quando comparados com as micrografias da amostra
sem adi¢do de L-cisteina, indicando que ocorreu expansao do volume. A estrutura das
paredes, assim como para a glutenina sem o redutor, apresentou-se cercada por folhas
laminares de material continuo e liso, portanto, ndo apresentou diferenca. Observou-se

diminuicdo dos alvéolos alongados, aparecendo predominantemente na forma arredondada.

Figura 2: Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura. Glutenina com adi¢ao de

L-cisteina 100 ppm com aumento de 250 e 1000X.

Com o aumento da concentragdo de L-cisteina para 250 ppm (Figura 3) a estrutura
da glutenina obteve grande diferenca. Ocorreu aumento no numero de alvéolos com
diminui¢do significativa de seus tamanhos (21,5 um — 6,7 um). A matriz perdeu a
continuidade apresentando uma estrutura quebradiga (enfraquecida) e a espessura das

paredes diminuiu drasticamente tornando-se fina entre os alvéolos.
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Figura 3: Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura. Glutenina com adi¢ao de

L-cisteina 250 ppm com aumento de 250 e 1000X.

Todas as mudancgas ocorridas na estrutura das proteinas estdo relacionadas com a
alteracdo na composicdo quimica e interagdes ocasionadas pela adigdo da L-cisteina em
diferentes concentracdes. As ligacdes dissulfeto (SS) intermoleculares e intramoleculares
presentes na glutenina podem sofrer alteracdo com a cisteina. Tanto as proteinas quanto a
cisteina contém grupos sulfidrilas (SH) capazes de interagir para formar ligagdes dissulfeto
(SS) também podendo ocorrer a clivagem destas ligagdes seguidas de rearranjos moleculares

através das trocas SS/SH (LAVELLI; GUERRIERI; CERLETTI, 1996; LI; LEE, 1996).

Li e Lee (1996), analisaram o efeito da L-cisteina nas propriedades funcionais e na
microestrutura de extrusados de trigo. Eles observaram que com o aumento da concentracao
de cisteina, a célula do extrusado tornou-se consistentemente menor em tamanho e maior em
numero ¢ a parede da célula do extrusado tornou-se fina e quebradiga. Este efeito ocorreu

pelo rompimento do cross-link ou ligagdes cruzadas ocasionado pela cisteina.

Quando se adicionou 100 ppm de L-cisteina, provavelmente ocorreu formagdo de
ligagdes SS, devido ao fato da glutenina e da cisteina apresentarem grupos SH livres. Estas
ligacdes ocorreram até a saturagdo dos grupos sulfidrilas. Devido a isto, a estrutura porosa
da glutenina apresentou alvéolos relativamente maiores e mais arredondados, indicando que

ocorreu expansao de volume.
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Quando a concentracdo de L-cisteina foi aumentada para 250 ppm, € provavel que
tenha ocorrido uma acdo da cisteina como agente redutor, clivando as ligacdes dissulfeto
formadas anteriormente e, com isso, houve um aumento no numero de alvéolos e

diminui¢ao de seus tamanhos, resultando em uma estrutura enfraquecida.

A gliadina sem adi¢do de L-cisteina e com 100 ppm (Figuras 4 e 5) apresentaram
estrutura muito semelhante. Os alvéolos, tdo presentes na glutenina, ndo aparecem na
gliadina. Isto esta relacionado com o fato da glutenina ser responsavel pela extensibilidade
da massa e a gliadina pela viscosidade. A estrutura é mais grosseira ¢ apresenta certa

estratificacao.

Com a adi¢do de L-cisteina 250 ppm (Figura 6), o aspecto das paredes permaneceu
semelhante as micrografias anteriores, porém, observou-se a formagdo de pequenos e
dispersos alvéolos o que pode indicar que a amostra perdeu um pouco de sua coesividade
com a adi¢do da L-cisteina. Esta concentragcdo do redutor provavelmente rompeu as ligagoes

dissulfeto (SS), permitindo a entrada de ar e ocorrendo a formagao dos alvéolos.

Figura 4: Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura. Gliadina sem adicdo de

L-cisteina com aumento de 250 ¢ 1000X.
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Figura 5: Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura. Gliadina com adi¢ao de

L-cisteina 100 ppm com aumento de 250 e 1000X.

Figura 6: Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura. Gliadina com adigao de

L-cisteina 250 ppm com aumento de 250 e 1000X.
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3.2 Analise Térmica - calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

O comportamento térmico das proteinas do gliten foi estudado através de
calorimetria exploratdria diferencial (DSC) para determinar as mudangas ocorridas pela
adicao de L-cisteina. O comportamento térmico da gliadina e glutenina estd resumido na
Tabela 1. Foram coletados os dados da temperatura inicial (Ti), de pico (Tp), temperatura

final (Tf) e entalpia (AH).

Tabela 1 — Propriedades térmicas da gliadina e glutenina com e sem adi¢ao de L-cisteina.

L-cisteina Glutenina Glutenina Glutenina Glutenina
Ti(°C) Tp (° C) Tf(° C) AH (cal/g)
0 ppm 119.85 145.30 164.80 158.46
100 ppm 110.85 126.30 154.38 153.19
250 ppm 107.33 120.17 152.60 119.93
L-cisteina Gliadina Gliadina Gliadina Gliadina
Ti(° C) Tp (° C) Tf(° C) AH (cal/g)
0 ppm 103.12 120.80 146.56 162.51
100 ppm 115.78 127.96 158.18 158.80
250 ppm 120.13 125.96 145.69 183.11

Os termogramas obtidos através do DSC estdo ilustrados nas Figuras: 7, 8, 9, 10, 11
e 12. Somente um pico endotérmico foi observado em faixas de temperaturas que vao de
103.12° C a 164.80° C. Estes picos provavelmente estdo relacionados com a saida de dgua
da amostra. De acordo com Falcdo-Rodrigues, Moldao-Martins e Beirdo-da-Costa (2005),
picos na faixa de temperatura entre 50-80° C estdo envolvidos com a desnaturagdo das
proteinas, porém, eles sdo influenciados pela presenca de alta concentragdo de agua,
podendo ndo ser identificados. Os mesmos autores também relataramm que estes picos
endotérmicos somente podem ser observados em amostras que apresentem teor de umidade
em até 50%. Da mesma forma que a desnaturagdo protéica, a temperatura de transi¢do vitrea
também ¢ influenciada pelo contetido de agua. A temperatura na qual ocorre a transi¢ao
vitrea de um composto ¢ denominada Tg, que € variavel com a composicao do alimento e

afetada pela umidade (COLLARES; KIECKBUSCH; FINZER, 2002). Micard e Guilbert
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(2000) estudaram as propriedades térmicas de gluten processado e verificaram que a
determinagdo da Tg foi dificultada pelo conteudo de 4gua na amostra superior a 16%. Esta
porcentagem varia de acordo com diferentes autores. A Tg da gliadina estd em torno de
160 ° C e da glutenina em torno de 10 ° C a mais (MICARD; GUILBERT, 2000). Além da
quantidade de 4gua presente, outros fatores como massa molar e ligagdes cruzadas podem
alterar a Tg (MICARD; GUILBERT, 2000; HERNANDEZ-MUNOZ et al., 2004). Estes
pardmetros podem ter influenciado na visualizagdo de outros picos no termograma, nao
sendo possivel, portanto, a avaliacdo de alteracdes ocorridas na temperatura de desnaturagdo

e transi¢do vitrea.

Quando a 4gua ¢ adicionada na massa de panificagdo, ela atua com um efeito
plastificante, mas provavelmente ndo modifica a organizagdo molecular. O aumento do
conteudo de agua deixa a massa mais macia, mas ndo altera sua estrutura (BERLAND;
LAUNAY, 1995). Ja os aditivos como a L-cisteina, podem ocasionar uma modificacao
quimica, com alteracdo das ligagdes (SS) presentes na estrutura das proteinas (HAYTA;

SCHOFIELD, 2004; INDRANI; RAO, 2006).

Analisando os resultados expostos na tabela 1, observa-se uma queda nos valores de
Ti, Tp, Tf e AH para a glutenina com a presenca de L-cisteina. Na gliadina, pelo contrario,
estes valores aumentaram e somente a Tf apresentou uma pequena queda com a

concentragao de 250 ppm.

Os valores de AH, associados com a saida de 4gua da amostra, para a glutenina
obtiveram uma queda na seguinte ordem: 158,46 > 153,19 > 119,93 cal/g. Isto demonstra
que com a presenca de L-cisteina e com a agdo do calor, a 4gua comecou a ser liberada a
temperaturas mais baixas, o que indica uma energia de ligacdo agua-proteina mais fraca.
Micard, Morel e Guilbert (2001) e Hernandez-Munoz, Villalobos e Chiralt (2004),
relacionam uma proteina menos reticulada, ou seja, com menor nimero de ligagcdes

cruzadas, com a capacidade de liberar a 4gua com maior facilidade.

Por outro lado, para a gliadina, os valores de AH demonstraram acdo diferente. Sem
adi¢do de L-cisteina o AH foi de 162,51 cal/g. Quando 100 ppm de L-cisteina foram
adicionados houve uma queda para 158,80 cal/g e subsequentemente um aumento para

183,11 cal/g com 250 ppm de L-cisteina. Assim, percebe-se que para a gliadina a L-cisteina
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100 ppm juntamente com o aumento da temperatura deixaram a dgua mais livre e em 250
ppm bem mais retida. Esta diferenga a 250 ppm pode estar relacionada com a formacao de
ligagdes devido ao aumento de temperatura. De acordo com Hernandez-Munoz, Villalobos e
Chiralt (2004), um elevado tempo de exposicao a temperatura pode induzir a reticulagdo do

material protéico.

E provavel que o aquecimento cause diversos efeitos nos polimeros de diferentes
tamanhos e estruturas. As proteinas de baixa massa molar (gliadinas) demonstram diferente
estabilidade térmica quando comparadas aos polimeros de alta massa molar (gluteninas)
(STATHOPOULOS et al., 2006). Falcao-Rodrigues, Moldao-Martins e¢ Beirdo-da-Costa
(2005) relatam que as gliadinas sdo mais sensiveis do que as gluteninas ao tratamento

térmico.

No glaten, a funcionalidade de panificacdo decresce progressivamente durante o
aquecimento, com decréscimos marcados na solubilidade e extra¢do indicando aumento no
cross-link e polimerizagdo das proteinas do gliten, o que ¢ atribuido ao aumento de ligacdes
dissulfeto. No aquecimento do gluten, os grupos livres SH decrescem ¢ os SS aumentam

devido a oxidacao dos SH (STATHOPOULOS et al., 2006).

-10 4
-20 -

-30

DSC (mW)

40 -

50- | ——psc]

Gliadina (0 ppm de L-cisteina) I

-60 4

: : , : , : , : ,
0 50 100 150 200 250
Temperatura (°C)

Figura 7 — Termograma obtido através do DSC: gliadina sem adicao de

L-cisteina com taxa de aquecimento de 10 °C min.
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4 CONCLUSAO

Os isolados protéicos de gliadina e glutenina foram observados através do
microscopio eletronico de varredura (MEV) e o comportamento térmico foi estudado através
de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) para determinar as mudangas ocorridas pela

adicdo de L-cisteina 100 e 250 ppm. Através destas analises observou-se que:

Nas micrografias da glutenina com 100 ppm de L-cisteina ocorreu uma pequena
expansao de volume dos alvéolos devido ao rearranjo envolvendo os grupos SH que

estavam presentes na proteina e na L-cisteina promovendo formagdo de ligagdes dissulfeto

(SS);

Com a concentragao de 250 ppm de L-cisteina, as micrografias da glutenina
mostraram uma estrutura enfraquecida com diminui¢do no tamanho dos alvéolos e aumento
no nimero dos mesmos. Isto indicaria a provavel clivagem das ligacdes dissulfeto (SS)

previamente formadas;

As micrografias da gliadina sem adicdo de L-cisteina e com 100 ppm foram
muito semelhantes. Nao se observou a presenga de alvéolos, sendo que a estrutura

apresentou-se mais grosseira e estratificada;

Com 250 ppm de L-cisteina a estrutura da gliadina ndo apresentou muitas
diferencas além da formacao de pequenos e dispersos alvéolos que podem estar relacionados
com a perda da coesividade da amostra ¢ rompimento das ligagdes dissulfeto (SS),

permitindo a entrada de ar, justificando a formagao dos alvéolos;

Os termogramas obtidos por DSC apresentaram somente um pico endotérmico
entre as temperaturas de 103,12° C a 164,80° C relacionados com a saida de agua da

amostra;

Nao foi possivel observar os picos relacionados com a desnaturacdo térmica e a
temperatura de transicdo vitrea (Tg) dos isolados protéicos, provavelmente devido a

quantidade de agua presente na amostra (50% soélido e 50% liquido);
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A adicdo de L-cisteina ocasionou uma queda nos valores de Ti, Tp, Tf e AH para
a glutenina. Para a gliadina, estes valores aumentaram e somente a Tf apresentou uma

pequena queda com a concentragdo de 250 ppm;

A queda ocasionada nos valores de AH da glutenina, pode indicar que a 4gua
ficou menos retida e comecou a ser liberada a temperaturas mais baixas. Esta maior
facilidade na saida de agua relaciona-se com a diminui¢do no numero de ligagdes cruzadas

presentes na proteina;

Para a gliadina os valores de AH demonstraram certa variacdo. Com 100 ppm de
L-cisteina houve uma queda e com 250 ppm um aumento nos valores. Isto demonstra que
em 100 ppm a 4gua estava mais livre para sair da proteina ¢ em 250 ppm estava mais pressa.
Esta relagao pode indicar que em 250 ppm de L-cisteina € com a ag¢ao do calor ocorreu a
formacdo de ligagdes deixando a rede protéica mais forte e, consequentemente, deixando a

agua mais presa.

Com isto, pode-se concluir que a gliadina foi mais sensivel a acao do calor do

que a glutenina.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e  Analisar o efeito de um agente oxidante (utilizado como melhorador de
farinha) nas proteinas isoladas e também no gliuten ja formado através de
analises reologicas, térmicas e microscopicas € comparar com os resultados

obtidos no presente trabalho (utilizagdo de agente redutor).

o Isolar a glutenina de baixa massa molar (LMW) e glutenina de alta massa
molar (HMW) e verificar a influéncia de cada fracdo nas propriedades de

elasticidade da glutenina;

o Analisar as alteragdes ocorridas nas proteinas isoladas devido a adi¢do de
agentes redutores ¢ oxidantes na desnaturacdo térmica e temperatura de

transicao vitrea;

o Utilizar outros pardmetros da reologia dindmica de oscilagdo como ensaios
relacionados a temperatura e ao tempo nas proteinas isoladas com aditivos

utilizados em panificagao;



