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RESUMO

SANTOS, Leandro Soares, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2008.
Perfil protéico e qualidade de panificagdo em linhagens de trigo desenvolvidas
para a regido do cerrado Brasileiro. Orientadora: Ménica Ribeiro Pirozi. Co-
orientadores: Jane Sélia dos Reis Coimbra e Moacil Alves de Souza.

A regido do Cerrado constitui importante alternativa para aexpansao da area triticola
brasileira, necessaria para aumentar a producéo nacional e reduzir a evasdo de divisas com
a importacdo deste cereal. O cultivo de trigo nessa regido exige, no entanto, o
desenvolvimento de cultivares adaptadas as suas condi¢des edafoclimaticas e que possuam
alta qualidade tecnoldgica. Este trabalho objetivou-se identificar subunidades de glutenina
responsavei s pela qualidade tecnol 6gica em vinte e sete linhagens e dois cultivares de trigo,
buscar relagdo entre os resultados da eletroforese com 0s parametros obtidos em
cromatografia liquida de alta resolugdo por exclusdo molecular (SE-HPLC) e identificar o
potencial de panificagdo do material em estudo, estes testes em microescala com potencial
para estimar acuradamente a qualidade tecnoldgica de trigo nos primeiros estagios de
desenvolvimento de novos cultivares. As amostras foram estudadas quanto a composi¢ao
de subunidades de glutenina de elevado peso molecular (HMW-GS), por meio de
eletroforese em SDS-PAGE e a distribuicdo de peso molecular das proteinas poliméricas
utilizando SEHPLC. O teste de panificagdo foi utilizado para comprovar o potencid
tecnol 6gico das amostrase para verificar a existéncia de correlacdo entre os parametros de
eletroforese e SEHPL C com a qualidade de panificacdo. No total das amostras em estudo,
foram identificadas treze HMW-GS distintas, 1, 2*, 7, 8, 9, 13, 16, 17, 18, 2, 5, 10 e 12. Foi
observado que linhagens com progenitores em comum ndo exibiram combinagdes a élicas
idénticas. A distribuicdo de massa molecular das proteinas do trigo em estudo foi
determinado pelos seguintes dados de SEHPL C: percentagem de proteina polimérica total
(PPP), percentagem de proteina polimérica ndo extraivel (UPP), teor de proteina polimérica
na farinha (PPF) e teor de proteina polimérica ndo extraivel na farinha (UPPF). As
linhagens que tiveram maior UPP ndo apresentaram necessariamente maior PPP, uma
evidéncia de que o grau de polimerizacdo das subunidades de glutenina ndo depende do
total de proteinas poliméricas presente. As linhagens com maior UPP expressaram as

subunidades 5+10, enquanto & linhagens com vaor menor possuiam o par aélico 2+12,



exceto na cultivar Pioneiro. A presenca de terminadores de cadeias, que impediram a
polimerizacdo completa das gluteninas, foi sugerida neste cultivar. As subunidades 2*; 7, 8
e 9 (em suas combinacles alélicas 7+8 e 7+9); e 0 par 5+10 apresentaram maior relacéo
com volume de péo e escore total de panificaco (CG). As linhagens com baixa qualidade
de panificacdo expressaram as subunidades 2+12. Dos parémetros avaiados, UPP
apresentou maior correlacdo positiva com o volume de pdo e com CG, de 0,94 e 0,69,
respectivamente. JA PPP apresentou baixa correlacdo com o volume de pdo (0,35) e
correlacdo ndo significativa com CG, demonstrando que apenas as fracOes de proteina
polimérica de maior massa molecular parecem estar relacionadas com qualidade de
panificacdo. O elevado grau de correlagdo, principalmente ca UPP e do escore Glu-1, com
volume de pdo e CG indica que esses parametros podem ser utilizados nos programas de
melhoramento de trigo para estimar a qualidade de panificagdo, permitindo que apenas o
material genético de melhor qualidade tecnoldgica sga utilizado como matriz no
desenvolvimento de novas cultivares.
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ABSTRACT

SANTOS, Leandro Soares, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, feburary, 2008. Profile
protein and quality of bakery in strains of wheat developed for the region of the
Brazilian Cerrado. Adviser: Monica Ribeiro Pirozi. Co-advisers: Jane Sélia dos Reis
Coimbra and Moacil Alves de Souza.

Theregion of Cerrado constitutes important aternative in the expansion of Brazilian
wheat area, considering the need of wheat supply for milling industries of the country and
the expenses with this cereal import Besides, there is the difficulty of alternatives of winter
crops. Nonetheless, wheat cultivation in Cerrado and Minas Gerais State demands the
development of new varieties, adapted to the specific soil and climate conditions, and with
high technological quality. This work aims to identify glutenin subunits responsible for the
technological quality in twenty-seven inbreeding wheat lines and two wheat cultivars, to
examine the relationship between the electrophoresis results and size-exclusion high
performance liquid chromatography (SEHPLC) parameters, and to identify the bread
making poential of the wheat material. The ultimate goal isto present to breeders potential
micro-scale tests that could accurately estimate the technological quality of wheat in the
early breeding stages of a new wheat cultivar. Wheat samples were studied for the
composition of high molecular weight glutenin  subunits (HMW-GS), through
electrophoresis in SDS-PAGE and the molecular weight distribution of the polymeric
proteins using SEEHPLC. Bread-making test was used to determine the technological
quality of the samples, and to verify the correlation between electrophoresis and SE-HPLC
data with bread-making quality parameters. Thirteen different HMW-GS, 1, 2 *, 7, 8, 9,
13, 16, 17, 18, 2, 5, 10 and 12, were identified in the samples studied. It was observed that
breeding lines with the same progenitors exhibited different allelic combinations. The
molecular weight distribution of wheat protein was determined by the following SEHPLC
data: percentage of polymeric protein in the total protein (PPP), percentage of unextractable
polymeric protein (UPP), content of polymeric protein in the flour (PPF) and content of
unextractable polymeric protein in the flour (UPPF). Breeding lines with greater UPP did
not necessarily present greater PPP, evidence that the polymerizatio n degree of the glutenin
subunits does not depend on the total content of polymeric proteins. Breeding lines with
greater UPP expressed subunits 5+10, and breeding lines with low value expressed the
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alelic pair 2+12, except for the Pioneer variety. It was suggested that chain terminators
whichreduce glutenins polymerization, could be present in this variety. Subunits 2 *; 7, 8
and 9 (in their alelic combinations 7+8 and 7+9); and the pair 5+10 presented greater
correlation with bread volume and total bread- making score (CG). Breeding lines with low
bread-making quality expressed the subunits 2+12. Of dl evaluated parameters, UPP
presented higher positive correlation of 0.94 and 0.69 with bread volume and CG,
respectively. PPP showed low correlation with the bread volume (0.35), and no
significative correlation with CG, demonstrating that only the larger molecular weight
fractions of polymeric protein seem to be related with bread- making quality in the studied
flours. The high correlation degree, mainly from UPP and Glu-1 score, with bread volume
and CG indicates that those parameters can be successfully used to estimate the bread
making quality in wheat breeding programs, allowing that only the genetic material of
better technological quality to be used in the development of new varieties.
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1. INTRODUCAO

Um dos maiores problemas da cadeia produtiva do trigo no Brasil esta nalogistica
de distribuicdo e armazenamento. O sul do pais concentra mais de 90% da producéo e em
curto periodo. O consumo, porém, distribui-se ao longo do ano em todo territério nacional
(AGRIANUAL, 2007). A regido do Brasl-Central comprovadamente constitui uma
dternativa para a expansdo da area triticola brasileira, o que possibilitaia a
descentralizacdo do cultivo e promoveria melhorias na logistica de distribuicéo e
armazenamento deste cereal.

Até 1990 as pesquisas voltadas ao setor triticola estavam centradas principa mente
na busca de ganhos de produtividade e na adaptacéo de cultivares para as diferentes regides
do pais, principalmente, Sudeste, Centro-Oeste e Sul. Apés a total desregulamentacéo do
mercado de trigo a pesquisa se voltou imediatamente para as cultivares de melhor qualidade
para a panificagdo. A varidvel qualidade foi incorporada como objetivo principa na corrida
para oferecer ao produtor cultivares de qualidade superior e, consegiientemente, sustentar a
indUstria brasileira com matéria-prima compativel ao produto importado (COLLE, 1998).

A qualidade de panificacdo da farinha é uma caracteristica de fundamental
importancia para os melhoristas de trigo, que consegiientemente buscam métodos acurados
e rgpidos de determinacdo da qualidade em linhagens de trigo. A maioria dos testes de
avaliagdo da qualidade de panificacdo ndo se enquadra as necessidades dos melhoristas,
pois geramente requerem um longo tempo para execucdo, e necessitam de grandes
guantidades de amostra, em geral indisponiveis nos trabalhos de melhoramento genético,
mas apresentam, com freqliéncia, boa correlacdo com outros parametros de qualidade

Os elementos de qualidade de panificacdo considerados chave para selecdo de
linhagens de trigo sdo principamente identificados através de testes de eletroforese (SDS-
PAGE), pela separacdo dos componentes (subunidades) das proteinas ditas "formadoras de
gliten". Tais proteinas sdo insubstituiveis do ponto de vista tecnolégico, por conferir a
massa as caracteristicas adequadas de extensibilidade e elasticidade, necessarias a
fabricacéo de pdo (LAWRENCE, MACRITCHIE E WRIGLEY, 1988; GERMANI et al,
1994). Entretanto a interpretacdo dos géis é muitas vezes complexa, dependendo das

caracteristicas do gel e da habilidade do responsavel pela andlise. Isto implica na



necessidade de testes mai's precisos para quantificacdo das subunidades de proteina.

A andlise da composicdo protéica em cromatografia liquida de alta performace por
exclusdo de tamanho (SE-HPLC, por sua denominagdo inglés, "size-exclusion high
performance liquid chromatography") é uma das mais difundidas atualmente. Dados de SE
HPLC tém sido usados com sucesso para demonstrar a relagdo entre cada subunidade
protéica do trigo com sua funcéo tecnolégica (GUPTA, BATEY E MACRITCHIE, 1992;
MACRITCHIE, 1999; ANTES E WIESER, 2001). Segundo MacRitchie, Kasarda e
Kuzmicky (1991), a andlise das proteinas do trigo por SEHPLC pode ser utilizada na
obtencdo da “ percentagem de proteina ndo-extraivel" ou UPP. Tem sido demonstrado que a
UPP apresenta excelente correlacdo com volume do péo, resisténcia maxima & extensdo
(medida da elasticidade), e outros paréametros de qualidade (DACHKEVITCH E
AUTRAN, 1989; MACRITCHIE, 1999; PIROZI, 2003).

O presente trabalho buscou identificar as subunidades HMW-GS e determinar o
perfil protéco de linhagens de trigo desenvolvidas para o estado de Minas Gerais e regido
do Cerrado, correlacionando as caracteristicas, perfil protéico e subunidades, com
qualidade tecnol 6gica de panificacdo. Considerando a relevancia destes aspectos, o presente
trabalho apresenta os seguintes objetivos especificos:

- |dentificar a composi¢do protéica, por eletroforese (SDS-PAGE) de linhagens de
trigo em desenvolvimento na UFV para o Estado de Minas Gerais e regido do Cerrado
brasileiro;

- Quantificar as fragdes de proteinas poliméricas das linhagens em estudo;

- Estudar a relagdo das subunidades protéicas identificadas com a qualidade
tecnol 6gica, atraves do percentua de proteinas ndo-extraiveis (UPP) e testes de qualidade
de panificagdo em micro-escala;

- Estabelecer os padrdes de composi¢ao protéica das linhagens de trigo produzidas
para o estado de Minas Gerais e regido do Cerrado brasileiro.

- Estudar a correlacéo entre UPP e Escore de Glu-1 com parametros de qualidade
tecnol 6gica de panificacao.

- Definir as linhagens mais adequadas, em estudo, que devem continuar no

programa de melhoramento de trigo da UFV.



2. REVISAO DE LITERATURA

Panorama datriticultura nacional

Essencial na alimentagdo humana, o trigo vem merecendo ao longo dos tempos
especial atencdo por parte dos governantes. O cereal € matéria-prima utilizada em larga
escala na daboracdo de varios produtos, principalmente na industria alimenticia (COLLE,
1998; ROSSI e NEVES, 2004).

A triticultura brasileira teve sua historia e seu desempenho determinadas pela
evolucdo da regulamentagdo instituida pelo Estado sobre a producéo e importagdo do trigo.
Na década de 50, 0 Ministério da Agricultura administrava um grupo de trabalho do trigo
nacional, mais tarde transformado em Céamara Setorial do Trigo, que estudava a cadeia e
propunha politicas. A execucdo destas em geral trazia resultados favoraveis a cadeia
produtiva. No inicio da década de 1990, por meio do Decreto-lei n°8.096 de 21/11/1990,
houve a privatizacdo da comercializacdo do trigo naciona e a abertura de mercado. Ambas
as aghes foram preudiciais a0 setor, que ndo estava preparado para competir
(AGRIANUAL, 2007). Com o afastamento do Estado a correlacdo de forcas foi disputada
entre: produtores agricolas, setor industrial da moagem, indUstrias de transformacéo e
consumidores finais. (COLLE, 1998).

A andlise da cadeia produtiva mostrou que o trigo brasileiro perdeu &rea 3,28
milhdes a 1,82 milhdes de ha, e producéo, 5,55 milhdes a 3,83 milhdes de toneladas, entre
0s anos de 1989 a 2008, respectivamente.

A partir da safra 1996-1997 houve expansdo do plantio de trigo na regido Centro-
Oeste. Nessa safra a regido era responsavel por 2,5% da producdo nacional, valor que
passou para 4,4% na safra 2003-2004. A produtividade da regido aumentou 32% nesse
periodo, passando de 1.747 para 2.306 kg/ha (CONAB, 2005). O aumento na producdo
permitiu exportactes inéditas na safra 2003-2004, cujo volume chegou a 1,4 milhdes de

toneladas. Além disso, as importacfes brasileiras que representavam 77,4% do consumo



interno, na safra 1999-2000 passaram para 56,2% na safra 2003-2004. Uma reducdo de 2
milhdes de toneladas (CONAB, 2005).

O plano de revitalizagdo da triticultura nacional deu um grande impulso ao volume
de producdo, mas ainda precisa ser atualizado sob um enfoque qualitativo, de demanda
especifica do mercado. Aumentar o volume produzido sem atender &s necessidades do
mercado interno ndo torna o pais auto-suficiente, apenas o transforma em um potencial
exportador de trigo para farinha de uso doméstico (AGRIANUAL, 2006). Portanto é
necessario que a variavel qualidade sgia incorporada como objetivo principal na corrida
para oferecer aos produtores cultivares de qualidade superior e, conseguentemente,
sustentar a indlstria brasileira com matéria-prima compativel ao produto importado
(COLLE, 1998).

A triticultura no cerrado brasleiro

Segundo Santos (2001), a cultura do trigo desenvolve-se melhor em temperaturas
de clima temperado e frio. No entanto, devido ao desenvolvimento de novas tecnologias foi
possivel a expansdo desta cultura nas regifes de cerrado, apresentando alta produtividade.
A intensificacdo do plantio de trigo no cerrado em sistemas de rotagdo com culturas ja
difundidas podera abrir espaco para o Brasil tornar-se ndo apenas um grande abastecedor
do mercado internacional, mas também conquistar sustentabilidade na producdo do cereal
Roman (2004).

A regido do Brasil-Central, envolvendo Minas Gerais, parte de So Paulo, Goias,
Mato Grosso, Distrito Federal, parte da Bahia e parte do Mato Grosso do Sul,
comprovadamente constitui uma alternativa para a expansdo da area triticola brasileira,
possibilitando o cultivo deste cereal em condigdes de sequeiro ou com irrigagdo. O estado
de Minas Gerais ja possui mais de 100 mil hectares irrigados por aspersdo, onde o trigo €
cultivado desde a década de 80 e tem atingido produtividades superiores a 6,0 tonel adas por
hectare. (FRONZA, 2004).

Segundo Roman (2004), areas ndo-tradicionais, como o cerrado, possuem tanto
potencial quanto as Regides Sul e Sudeste, possuindo até mesmo algumas caracteristicas

vantgjosas para o agricultor. O trigo irrigado, por exemplo, cultivado depois da época das



chuvas, permite maior seguranca na manutencdo da qualidade do produto, uma vez que o
risco de precipitagdes pluviométricas na colheita € baixo. No Cerrado outro fator € que essa
colheita coincide justamente com a entressafra, quando o produto estd melhor cotado,
devido a sua escassez nos estoques. Além disso, nesse periodo, o trigo importado da
Argentina ainda ndo entrou no mercado naciond.

Decorridos mais de 70 anos desde o inicio do melhoramento do trigo em Minas
Gerais, claramente observa-se uma mudanca no perfil dos cultivares. Os patamares de
produtividade dos cultivares atual superam os 2000 kg/ha em cultivo de sequeiro e mais de
6000 kg/ha para lavouras irrigadas. O ganho em produtividade € o resultado da combinacéo
do maior potencial genético e reducdo no porte da planta mais adequados ao nivel
tecnoldgico utilizado, principamente o uso intensivo de adubagdes e ou irrigagdo (SOUZA,
1999).

Visando atender as exigéncias dos moageiros e, a0 mesmo tempo, oferecer aos
triticultores cultivares melhores que os atuais, com maior resisténcia as doencgas e
estabilidade de rendimento, alguns cultivares tém sido desenvolvidos ou melhorados e
recomendados para a regido do cerrado brasileiro.

Rendimento e qualidade do grdo sdo, sem duvida, os aspectos de maior relevancia
para a cadeia agroindustrial do trigo e portanto, determinantes ao éxito de qualquer
variedade. Para alcancar melhor rentabilidade o produtor necessita de cultivaresde trigo de
ata produtividade; a fim de atender os moinhos e os panificadores os cultivares devem
apresentar requisitos minimos de qualidade, evitando o uso de aditivos, por razes de
custos e seguranca alimentar. Neste contexto, os programas de melhoramento genético
enfrentam o desafio de obter cultivares que satisfacam da melhor maneira todos os elos da
cadeiaagroindustrial do trigo (VERGES, 2006).

Reconhece-se que o trabalho tem sido bem sucedido e portanto hoje se produz
trigo no cerrado, obtendo-se produto de qualidade compardvel a0 canadense e
produtividade similar ao cereal francés (AGRIANUAL, 2005).

2.3 Aspectos de qualidade tecnol égica de trigo



A qualidade de graos e farinhas de cereais € determinada por caracteristicas, de
ordem genética, das condigdes de clima e solo, da incidéncia de pragas e moléstias, do
modo de cultivo e do mango, que assumem diferentes significados dependendo da
designacéo de uso ou tipo de produto (POMERANZ, 1987; RASPER,1991; PIROZI,1995).

O conceito de qualidade do trigo esta relacionado com 0 seu uso e depende do
segmento que o avaia. Dessa forma, para 0 moageiro, a qualidade significa matéria-prima
uniforme em tamanho e forma, alto peso hectolitrico, ato rendimento em farinha e baixos
teores de cinzas, coloracdo desgjavel do produto final e baixo consumo de energia elétrica
durante o processamento industrial. Para o segmento industrial de producéo de farinha, os
pardmetros de qualidade variam se a mesma for destinada & panificagdo, producéo de
massas alimenticias, de bolo ou biscoito. Para o consumidor, o trigo de boa qualidade é
aquele capaz de produzir paes de grande volume, com texturas interna e externa adequadas,
cor clarae alto vaor nutritivo (SCHROEDER, 1987; PIROZI,1995).

No Brasil a portarian® 167 de 29 de julho de 1994, aprova a Norma de Identidade,
Qualidade, Embalagem e Apresentacéo do Trigo, classificando em 4 grupos, Melhorador,
Superior, Intermedi&io e Comum, em fungdo dos par@metros de Farinografia, de
Alveografia (W), e do indice de Queda, como mostraa Tabela 1.

Nos gréos, a quaidade é identificada por pardmetros fisicos, como peso
hectolitrico, peso de 1000 graos, dureza e cor dos graos, e fisico-quimicos, como umidade,
cinza, teor de proteina e indice de queda (“Falling Number"). Na farinha de trigo os
par@metros de qualidade sdo principalmente quimicos e reoldgicos, sendo comumente
verificados umidade, acidez, cinzas, proteina, indice de queda, teor e forca de gluten,
absorcdo de &gua, propriedades de mistura, capacidade elastica e extensivel da massa, e
volume do pdo (POMERANZ, 1978; PYLER, 1988). Nestes testes o potencia de
panificacdo, ou sgja, a forca e o desempenho da farinha sob condi¢bes mecanizadas séo
avaliados. Ta avaliacd é considerada importante por predizer as caracteristicas de
processamento da massa e a qualidade dos produtos finais (PRATT JR., 1978; OLIVER et
a., 1992; RAO e RAOQO, 1993). Ha dois objetivos principais nestes tipos de testes de
farinhas. o primeiro deles € acompanhar e controlar os parametros especificos da farinha e
0 segundo, predizer o comportamento da massa em uma padaria convencional. (OLIVER e
ALLEN, 1992).



TABELA 1: Classificagdo do trigo nacional em grupos ( T. aestivumL.).

Classes Farinografia  Alveografia Indicede AplicacgOes
estabilidade W (10%J) Queda
(minutos)
Melhorador 14 (minimo) 280 (minimo) 200 (minimo)  Adicao Farinha
Fraca.
Superior 5 (minimo) 200 (minimo) 200 (minimo)  Panificacdo, massas
e pastas alimenticias
e Crackers.
Intermediario 3 (minimo) 140 (minimo) 200 (minimo) Uso domestico e
panificacao.
Comum N&o se enquadra em nenhum dos grupos acima  Biscoitos, bolachas,

pizzas, produtos de
confeitaria, racoes e

et.c.

Fonte: Ministério da Agricultura e Pecuaria, 1998.

Em programas de melhoramento a qualidade é estimada em geracOes tardias,

guando uma grande parte da variabilidade genética jafoi eliminada. Um objetivo prioritario

nestes programas € produzir cultivares de trigo que apresentem massa com caracteristicas

reol 6gicas adequadas a producdo de paes. Devido a grande quantidade de farinha necessaria

para a redizacd dos testes de rotina em programas de melhoramento, técnicas rapidas,

acuradas e que utilizem pegquenas quantidades de amostra tém sido utilizadas.

2.4 Proteinasdetrigo

Entre todos 0s graos de cereais as proteinas do trigo sdo as Unicas a apresentar

capacidade para a formagdo de massa. Essa capacidade esta relacionada a formacéo do



glutenque tem papel fundamental na qualidade tecnolégicado trigo (MACRITCHIE, 1992;
SHEWRY, 1995; SHEWRY et a, 1994, 1995, SHEWRY e TATHAM, 1997,
GIANIBELLI et al, 2001).

O glaten é constituido pelas fracBes hidratadas de gliadinas e gluteninas e pelo
residuo protéico. As gliadinas conferem extensibilidade, enquanto as gluteninas déo
elagticidade a massa. O gluten é responsavel pela estrutura do pdo, formando uma rede
elastica e continua que retém o gas carbonico liberado durante o processo de fermentacdo
da massa pelas leveduras, permitindo sua expansdo (WALL, 1979; BIETZ e HUEBNDER,
1980; BUSHUK, 1985; MANDARINO, 1993; WIESER et al, 1994; HOSENEY, 1996).
Essas proteinas podem ser classificadas de acordo com a solubilidade (OSBORNE, 1907),
com aestrutura molecular (KREIS e SHEWRY, 1985) com a estrutura (MACRITCHIE,
1992) similaridades quimicas e genéticas (SHEWRY et al, 1986)

Segundo um sistematico estudo conduzido por Osborne (1907), as proteinas dos
gréos de cereais podem ser classificadas nos seguintes grupos segundo sua solubilidade:
albuminas (sollveis em &gua e tampdes diluidos), globulinas (ndo solGveis em &gua mas
sollveis em solucdo salina diluida), prolaminas (sollveis em solugdo de dcool etilico 70-
90%) e gluteninas (soluveis em &cidos ou bases diluidas). Chen e Bushuk (1970)
adicionaram um quinto grupo a classificacdo de Osborne, dividiram as gluteninas em duas
fracOes: as sollveis em é&cido acético (0,05M) e as insollveis neste solvente. Para Hoseney
(1996), essa classificagdo resiste a0 tempo por que de fato funciona, produz resultados
reprodutiveis e trazem alguma informacdo sobre as caracteristicas das proteinas.

Partindo da estrutura molecular como modo de classificagdo é conveniente dividir
as proteinas de trigo em bis grupos principais, geramente referidas como monomeéricas e
poliméricas (MACRITCHIE e LAFIANDRA, 1997).

2.4.1 Proteinasmonoméricas

As proteinas monomeéricas sd0 aquelas que apresentam cadeias com ligaghes

smples ou as que apresentam em sua estrutura apenas ligagdes dissulfidicas

intramoleculares. Partindo desse pressuposto é possivel reconhecer trés classes principais



neste grupo de proteina no trigo; albuminas/globulinas e gliadinas.

Albuminas e globulinas sGo compostos com baixo peso molecular, sendo na
maioria enzimas ou enzimas inibidoras. Apresentam massa molecular inferior aos
encontrados para as gliadinas (< 30000 Da). A composi¢do de aminoacidosdestas proteinas
difere das proteinas do gluten por apresentarem baixa quantidade de écido glutémico e ata
lisna(MACRITCHIE e LAFIANDRA, 1997; GIANIBELLI et a, 2001).

As gliadinas sdo prolaminas monoméricas que podem ser divididas em quatro
grupos com base na mobilidade em Acid-PAGE, a-(mobilidade mais alta), [, ?-, e ?-
gliadinas (mobilidade mais baixa). O massa molecular varia de 30000 a 40000 Da para os
tipos &, > e ?2gliadinas e 60000 a 80000 Da para o tipo ?-gliadinas. Apresentam
extensivo polimorfiano podendo ser utilizadas na identificagcdo de cultivares de trigo
hexaploide e tetraploide (MECCHAM e KASARDA, 1978, MACRITCHIE e
LAFIANDRA, 1997; GIANIBELLI et a, 2001).

Muitas gliadinas sdo similares na composicdo de amino&cidos, com niveis
elevados de glutamina e prolamina e baixos de lisina e de outros aminoécidos sulfurados
(PYLER, 1988). As ?-gliadinas diferem das a- e R-gliadinas na quantidade de &cido
aspartico, prolamina, metionina, tirosina fenilalanina e triptofano (BIETZ et a, 1977). Jaas
?-gliadinas diferem dos outros tipos de gliadinas por ndo apresentar cisteina (TATHAM e
SHEWRY 1995).

As gliadinas sdo geramente correlacionadas as caracteristicas de viscosidade e
extensibilidade do gluten Embora, alguns autores associem gliadinas especificas com
quaidade de panificagdo, e isto tem sido aceito, estas proteinas ndo devemter um efeito
direto na qualidade do trigo em termos de forca da massa (GIANIBELI et a, 2001).
Segundo Pyler (1988) fracOes de gliadina com massa molecular mais elevada afetam

significativamente as propriedades de mistura e reol 6gicas da massa de trigo.
2.4.2 Proteinaspoliméricas
Proteinas poliméricas sdo aquelas que apresentam ligagbes dissulfidicas

intramoleculares e intermoleculares formando assim cadeias compostas por subunidades.

S80 considerados trés grupos principais, albuminas de ata massa molecular, triticinas e



glutenina.

As triticinas sdo consideradas globulinas, elas foram extensivamente estudadas por
Singh e Shepherd (1985) e Sing et a (1991c, 1993). As triticinas, de acordo com a
mobilidade em SDS-PAGE e massa molecular, sdo formadas por quatro subunidades: D
(58000 Da); d (22000 Da); A (52000 Da) e a (23000 Da).

As gluteninas sdo proteinas poliméricas de elevada massa molecular, variando de
~100000 Da a milhdes de KDa Sao formadas por dois grupos de subunidades, os de baixa
massa molecular LMW-GS) e de alta massa molecular HMW-GS) (SHEWRY et al.,
1986). As subunidades de gluteninas LMW-GS se subdividem de acordo com a mobilidade
em SDS-PAGE em dois grupos, subunidade B e C, com massa molecular igual a40000Da
e 50000Da, respectivamente (SINGH e SHEPERD, 1988). As subunidades de gluteninas
HMW-GS ou tipo-A tém massas moleculares de 95000 a 136000 (SHEWRY et al., 1986).
As LMW-GS representam 60% do total de gluteninas presente no endosperma do trigo,
entretanto recebem menos atencdo por parte dos pegjuisadores que as HMW-GS. Isto
ocorre em parte pela similaridade de massas moleculares com as gliadinas o que dificulta a
identificagdo em SDS-PAGE unidimensioral (BIETZ e WALL, 1973; GIANIBELLI et al,
2001) A composicao de aminoécidos e a estriura das LMW-GS sdo consideradas similares
as ?-gliadinas (KASARDA, 1989).

As HMW-GS, embora sgjan um dos componentes minoritarios das proteinas do
endosperma de trigo, sdo primordiais no processo de panificagdo, por ser o principal
determinante da elasticidade do glaten (TATHAM et a 19854). Muitas variedades de trigo
apresentam quatro ou cinco subunidades HMW, frequentemente elas diferem em
mobilidade em SDS-PAGE podendo ser divididasem tipo x ey (PAYNE et a., 1984). Em
variedades com cinco subunidades, trés delas apresentam elevada mobilidade (subunidade
X) e duas de baixa mobilidade (subunidade y). Em variedades com quatro subunidades, duas
S0 tipo y e duas x (KASARDA, 1989). Ambos os tipos de HMW-GS apresentam um
dominio repetitivo central e dois dominios ndo repetitivos terminais (N-terminal e C-
terminal) com contetido elevado de residuos de cisteina (KASARDA, 1989; GIAN IBELLLI,
2001). Esses dominios, presumivelmente, sdo as bases moleculares utilizadas para explicar
0 papel das HMW-GS com a funcionalidade do gluten uma vez que, os residuos de cisteina

estdo relacionados a promocgao das ligagdes disulfidicas entre as subunidades HMW-GS e
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LMW-GS, responsaveis pela formacdo das proteinas poliméricas (SHEWRY et a., 1992;
MACRITCHIE, 1992, WRIGLEY/, 1996).

Subunidades de HMW apresentam contelido elevado de prolina e glicina e baixo
conteido de lisina. Por causa da diferenca na distribuicéo de aminoécidos dentro da cadeia,
a regido central é hidrofilica e os dominios ndo repetitivos, C e N-terminal, sdo
hidrofdbicos (SHEWRY et a., 1989 e GIANIBELLI, 2001).

2.5 Relagdo entre proteina de reservadetrigo e qualidade de panificacéo

As propriedades viscoelasticas da massa de trigo sdo o fator principa na
determinacdo da qualidade de panificacdo, sendo essas propriedades resultantes da estrutura
e interagbes das proteinas do gluten (SHEWRY e TATHAM, 1999).

O balancgo preciso das propriedades viscoel &sticas da massa € fator essencia para
a determinacdo de seu uso final. A presenca de gliten eléstico € necess&ria tanto em
farinhas de panificacdo, quanto de massas alimenticias, enquanto que um glaten menos
glastico é requerido em farinhas para bolos e biscoitos (DOBRASZCZYK e
MORGENSTERN, 2003). A expressdo “forca de gluten” normamente é utilizada para
designar a maior ou menor capacidade de uma farinha sofrer um tratamento mecanico ao
ser misturada com &gua. Também é associada a maior ou menor capacidade de absor¢éo de
agua pelas proteinas formadoras de gluten, que combinadas a capacidade de retencdo do
gas carbbnico resulta em um pdo de volume aceitavel, textura interna sedosa e de
granulometria aberta (TIPPLES, 1982).

Gupta, Batey e MacRitchie (1992) estudaram a relagdo entre composicdo protéica
e propriedades funcionais de farinha de trigo e concluiram que o0 aumento no percentua de
proteina na farinha (PF) ndo provocou variagdo sistematica na proporcéo de glutenina (PG),
gerou incremento na propor¢do de gliadina e decréscimo nas proporgdes de albumina e
glutenina. Ainda neste trabalho os autores observaram que PF, PG e percentual de glutenina
na farinha (GF) tiveram relac8o significativa com os seguintes parémetros de qualidade:
extensibilidade, tempo de desenvolvimento da massa (TDM), volume de pdo e méxima
resisténcia a extensdo. Uthayakumaran et al. (1999) encontraram que a variagdo no tempo

de mistura é uma funcdo, ndo apenas, do teor de proteina, mas também da variedade
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estudada. Este autor e seus colaboradores observaram também que o aumento no teor de
proteina da farinha tem relacdo positiva com resisténcia méxima, volume de pdo e
extensibilidade. Em \érios trabalhos de pesquisa (AITKEN e GEDDES, 1934; HARRIS e
SIBBIT, 1943; FINNEY, 1943; HARRIS e SIBBIT, 1956) mostram arelacéo significativa
e positiva entre o contetido protéico e o volume de péo.

As subunidades de ata massa molecular (HMW-GS) tém sido associadas a
gualidade de panificagdo em funcdo de serem as principais determinantes da el asticidade da
massa. Payne et al. (1981), analisando progenitores de cruzamentos entre variedades de
trigo comum, relacionou composi¢cao de HWM-GS com volume de sedimentacdo em SDS
da farinha. Ele mostrou que os alelos responsaveis pela produgdo das subunidades de
HWM apresentam efeito diferencial na qualidade do gluten. Como exemplo dessa variagéo
de alelos, observouse o l6cus Glu-D1 que pode produzir alternativamente os pares de
subunidade 5+10 (associados a boa qualidade de panificagdo) e as subunidades 2+12
(associada com qualidade de panificago inferior). Tal resultado tem sido confirmado por
meio de diversos trabalhos, como o realizado por Branlard e Dardevet (1985), onde foi
demonstrado que parametros de alveografia, W (forga do gluten) e P (tenacidade) e valor de
sedimentagdo de Zeleny foram correlacionados positivamente com as subunidades 7+9 e
5+10, e negativamente com as bandas 2+12, neste mesmo trabalho a subunidade 1 foi
correlacionada com W e a subunidades 2* e 17+18 com extensibilidade (G).

Baseado na andlise de grande nimero de cultivares, um sistema de escores foi
desenvolvido (PAYNE et al., 1987), onde para cada subunidade foram estipulados escores
de 1 a4, com base na correlacdo com os valores de sedimentacdo da farinha, sendo que um
gendtipo pode apresentar escore minimo de 4 e maximo de 10 pontos, de acordo com o
eletroforegrama obtido (Tabela 2). Desta forma, um gendtipo que apresente as bandas 2*,
7+8 e 5+10, somard uma pontuacdo igua a 10, indicativa de germoplasma com gluten
forte. Por outro lado, um gendtipo que apresente as bandas, 6+8 e 2+12, somara apenas 4

pontos, 0 que sugere ser este um germoplasma de gluten fraco (ZANATTA et a., 2002).



TABELA 2: Relacdo das subunidades de gluteninas de

alto peso molecular e respectivos escores para aptidao

de panificagéo.
Cromossomos/Genoma
Escore 1A 1B 1D
4 - - 5+10
3 1 17+18 -
3 2* 14+15 -
3 - 13+16 -
3 - 7+8 -
2 - 7+9 2+12
2 - - 3+12
1 NULO 20 4+12
1 - 6+8 -
1 - 7 -

FONTE: Zanatta et al., 2002.

A distribuicBo de pesos moleculares (MWD) de proteinas de trigo pode ser
caracterizada a partir da relacdo de dois grupos principais, as proteinas monomericas e
poliméricas. O efeito da MWD das proteinas de trigo em determinadas propriedades como,
mistura de massa e caracteristicas reolégicas € bem estabelecida (SOUTHAN e
MACRITCHIE, 1999). As fragGes poliméricas podem ser separadas em dois grupos de
acordo com a solubilidade em tamp&o fosfato de sodio SDS: a fracéo extraivel (PPE) e ndo
extraivel (UPP), destas fragOes, apenas UPP tem boa correlacéo (geralmente acima de 0,6)
com a forca da massa (Rmax do teste extensogr &fico), “tempo do pico mixografia’ (MPT) e
volume de péo, indicando que esta fragdo tem maior contribuicdo na variacdo da qualidade
de massa de pdo (MACRITCHIE e LAFIANDRA, 1997; WEEGELS, 1996).

A quantidade e aMWD de proteinas de reserva de trigo e a variagdo quantitativae
gualitativa de polimeros de glutenina tem sido correlacionados com diferentes parametros
de qualidade avaliados por testes tecnologicos e de panificacéo (MACRITCHIE, 1992;
PAYNE et d., 1987; WRIGLEY e BIETZ, 1980). As propriedades viscoel asticas da massa
parecem ser determinadas por diferentes tipos de glutenina. A diferenca na estrutura

guaternaria, resultado da formagdo dos polimeros (ligacfes dissulfidicas), formagdo de
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agregados (ligagdes de hidrogénio) e da diferenca de tamanho, influencia a quantidade de
UPP e parametros de massa dentre outros (AUSSENAC et al., 2001).

2.6 Tendénciasem técnicasde andlisena ciénciadetrigo

Visando o estabelecimento da relacdo entre subunidades protéicas e a qualidade
de panificagdo, testes reolégicos da farinha de trigo também foram adaptados. A
extensibilidade e a resisténcia maxima da massa de farinha de trigo, pardmetros conhecidos
de qualidade determinados por extensdgrafo Brabender em grande quantidade de amostra,
podem ser adequadamente estimadas pelo teste de extensibilidade em um aparato de
Kiefer-Rig acoplado ao texturdmetro TA-XT2 (SUCHY et al, 2000).

O teste SE-HPLC é considerado altamente eficiente na investigacdo da
composicao protéica do trigo, e, aliado a eletroforese, pode ser usado nos diversos setores
de pesquisa e processamento de trigo no Brasil. Apesar do ato custo de implantacéo, a
versatilidade deste teste permite que, mediante maximizagdo de seu uUsO, O custo
operacional segja razodvel. Além disso, a dta precisdo de resposta com utilizagdo de
amostras muito pegquenas também justifica o investimento, que va ser interpretado em
economia de tempo e dinheiro nos programas de melhoramento, por propiciar que materiais
genéticos com tendéncia a produzir farinhas de baixa qualidade tecnolégica ndo sgjam
utilizados como matrizes no desenvolvimento de novas variedades. A maior aceitacéo deste
teste depende, entretanto de que sgjam firmados os padrdes de composicéo protéica dos
trigos brasileiros, visando relacionar subunidades de glutenina dos trigos nacionais com o0s
parémetros obtidos pelo SE-HPLC.

Segundo MacRitchie e Lafiandra (1997), muitas informagOes sobre aspectos
bioquimicos e genéticos de proteinas de reserva tém sido extensivamente estudados por
meio, da el etroforese e de técnicas cromatogréficas.

Os sistemas analiticos mais utilizados séo a cromatografia liquida de alta resolucéo
(HPLC) de exclusdo de tamanho, assim como 0s sistemas electroforéticos com duodecil
sulfato sodico (SDS) em géis de poliacrilamida (SDS-PAGE). BIETZ (1984) analisou
extratos ndo reduzidos em SDS de trigos de diferente qualidade de panificacdo mediante

SE-HPLC e encontrou uma relacdo inversa entre a quantidade de glutenina nativa
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facilmente extraida de HMW-GS e a qualidade da farinha. Posteriormente, Singh et al.
(1990), desenvolveu um procedimento para extrair completamente as proteinas ndo
reduzidas da farinha mediante esforco mecanico. Apos a extragdo completadas proteinas, a
quantidade relativa de gluteninas se correlacionou positivamente e significativamente com
a qualidade de panificacgo de diversos genotipos de trigo. Varios estudos (SINGH et al.,
1990; GUPTA et al., 1992; LOOKHART et al., 1993; WEEGELS et al., 1996; VASIL et
al., 2001; RUBIO et al., 2005; PIROZI et al., 2007) tem reportado relagbes entre, o
contetdo de macropolimeros de gluteninas e parametros de qualidade.

A cromatografia liquida de exclusdo molecular (SE-HPLC) € uma técnica valiosa
na caracterizagdo da composi¢do de proteinas que em combinagdo com ultrasom tem sido
extensivamente utilizada em estudos de proteinas do endosperma de cereais,
particularmente no trigo (MacRITCHIE, 1999). Neste método, as proteinas sdo divididas
em trés grupos. gluteninas (proteina polimérica), gliadinas e albuminas + globulinas
(monomeéricas) (Batey et a. 19991). A técnica € utilizada também para andisar a
distribuicdo molecular das proteinas poliméricas (Gupta et a. 1993). Pardmetros como a
percentagem de proteinas poliméricas (PPP), percentagem de gliadinas (PG), proporcéo
glutenina gliadina (GLU/GLI), proteinas poliméricas na farina (FPP), e percentagem de
proteinas poliméricas ndo extraiveis (%UPP), esses parametros sdo utilizados para medir a
qualidade de panificagdo (HUEBNER AND WALL 1976, DACHKEVITCH E AUTRAN
1989, MACRITCHIE E LAFIANDRA 1997). A particdo ocorre devido a0 acesso
diferenciado das moléculas de tamanhos variados nos volumes dos poros das particulas que
compdem o gel de filtragdo. Os compostos de baixas massas moleculares, como 0s sais,
penetrardo no poro e terdo um volume de retencdo igua ao volume interno do poro
ocupado pelo solvente por serem pequenos quando comparados com o tamanho do poro do
gel de filtraco. Se 0os compostos apresentarem tamanho intermediério, somente penetrardo
uma parte do volume do poro. Quando forem muito grandes, seu volume de retencdo sera
igua ao volume intersticial da coluna, como é o caso de proteinas (PHARMACIA
BIOTECH, 1998). Uma desvantagem desta técnica € a necessidade de quebrar a glutenina
em suas subunidades, o que impossibilita estudos das propriedades da proteina em seu
estado nativo (WEEGELS, et a., 1995).
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A eletroforese € um dos métodos mais importantes na andlise de proteinas. Duas
formas tém sido bastante utilizadas na caracterizac&o de proteinas de reserva de trigo: SDS-
PAGE e &cido lactato em poliacrilamida (A-PAGE). SDS-PAGE é rotineiramente utilizada
para separacd0 e caracterizagdo das HMW-GS, enquanto A-PAGE é utilizado,
principal mente, naidentificacdo de diferentes cultivares.

Os géis de poliacrilamida, sistema PAGE, apresentam uma matriz porosa que pode
ser usada para separar as proteinas com base na densidade de cargas ou /e no tamanho. O
tamanho dos poros sdo inversamente proporcionais a concentracéo de acrilamida e bis
acrilamida, bem como das condicdes de polimerizacdo WANG et a., 2006). Para proteina
de trigo o percentual de acrilamida/bis acrilamida varia de acordo com a fracdo a ser
caracterizada, 6% a 17% (LOOKHART et al., 1991; LOOKHART e WRIGLEY 1995;).

Outras técnicas de fracionamento de macromoléculas por tamanho tém sido
consideradas aternativas a SE-HPLC na caracterizagdo e fracionamento de polimeros de
diversas origens, dentre elas podemos citar o “Flow-Fed-Flow Fractionation” (FFF)
(GIDDINGS, 1993; SOUTHAN e MACRITCHIE, 1999). Esta técnica permite o
fracionamento e a separagdo € atingida pela elui¢do dos componentes através de um canal
fino em forma de fita, sujeito a um campo (centrifugo, elétrico ou térmico) perpendicular ao
fluxo do canal. Componentes que apresentam maior resposta a forca exercida pelo campo
sd0 deslocadas para locais mais distantes do centro, em direcéo a parede do canal. A linha
de fracionamento, a resolucéo e o tempo de corrida podem ser gjustados variando o fluxo
do cana e aforca do campo exercido (STEVENSON e PRESTON, 1995; PRESTON e
STEVENSON, 2003).

Visando o estabel ecimento da relagdo entre subunidades protéicas e a qualidade de
panificacdo, testes reolégicos da farinha de trigo foram adaptados. O teste de micro-
sedimentacdo em SDS (MS-SDS) tem sido outro teste usado em linhagens de trigo,
desenvolvido para estimar simples e rapidamente a qualidade de panificagdo de uma
farinha, utilizando vidrarias e equipamentos comuns em laboratério de andlises de cereais.
Considerado bom indicador de qualidade da proteina e do potencial tecnoldgico do trigo, o
teste classifica as proteinas peo volume do sedimento (indice de Sedimentagéo) e considera
tanto melhor o gldten quanto maior este volume. (GERMANI et al, 1994; PIROZI, 1995).

A extensibilidade e a resisténcia maxima da massa de farinha de trigo, parametros
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conhecidos de qualidade e determinados por extensografo Brabender, podem ser
adequadamente estimados em um aparato de Kiefer-Rig acoplado ao texturébmetro TA-XT2
(SUCHY et al, 2000).
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3. MATERIAL E METODOS

Foram escolhidas vinte e sete linhagens e dois cultivares de trigo do Programa de
Melhoramento de Trigo da UFV. As linhagens estdo em fase fina de avaiacéo
recomendacdo para cultivo irrigado em regides do Brasil Centra As Tabelas 3 e 4
apresentam a identificacdo das amostras, dados de produtividade, peso hectolitrico e os

cruzamentos que |hes deram origem

TABELA 3: Identificacdo de linhagens do CIMMYT Centro Internacional de Melhoramento de
Milho e Trigo) introduzidas pela UFV e seus respectivos cruzamentos.

Peso
Linhagem hectolitrico Cruzamento
(kg/hL)
VI 01043** 79,15 TRAP#L/Y ACO/3/IKAUZ*2/ITRAP//IKAUZ
V1 01078** 81,1 MNCH/3*BCN
V1 01094* 79.5 BAWS898
VI 01127* 82.3 PFAV/WEAVER
V101129 ----- PUNJAB 96
VI 01172* 83.1 SITTA/CHIL//IRENA
VI 01265* 80.3 FANG60O/SERI
KAUZ/6/ATL66/H567.71/ATL66/5PMNS5//S948.A/ACND67/3/PMNS/
VI 01270** 80,95 4/CMH5A 66
VI 01296* * 77,25 HANN/2*WEAVER
V1 01307** 78,58 TSH/DOVE//HD2329
VI 01313* 78.2 STAR/ITR771773/SLM
VI 01321* 810 STAR//IKAUZ/STAR
V1 01324* 80.5 KAUZ/IKAUZ/STAR
V763.2312/V879.C8.11.11.11(36)/3/HEL/3* CND79//2* SERI/4/HEL/
VI 01453 79,98 3*CND79//2* SERI
VI 01614* 82.9 BAV92/STAR
V1 02036* 80.7 CBRD//VEE#10/2*PVN

Fonte: Programa de Melhoramento de Trigo da UFV - 2008
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Aproximadamente 1,0 K g de cada amostra foi coletado e dividido em duas fragoes
gue constituiram as repeticdes. Para cada repeticdo, as amostras foram limpas, em
equipamento limpador de trigo Sintel e condicionadas até 15% de umidade (b.u.), seguindo
metodologia descrita por Pirozi (1995). As amostras foram, entdo, moidas em Moinho
Quadrumat Jr. BRABENDER (Brabender OHG,Duisburg, Alemanha), e em seguida
peneiradas por 10 minutos em agitador de peneiras mecanico (Ro-Tap modelo RX-30,
Alemanha), utilizando peneiracom aberturade 2 um (para separacéo da fracdo de farelo), e
armazenadas sob congelamento (-18°C) até arealizagdo dos demais testes. Os experimentos
foram realizados nos laboratérios de Panificacdo e de Farinha e Amido da Universidade
Federal de Vicosa e no laborat6rio de Tecnologia de Cereaisda EMBRAPA-CTAA.

TABELA 4: Identificacdo de linhagens obtidas pela UFV e cultivares testemunhas
COM Seus respectivos cruzamentos.

Peso hectolitrico

Linhagem (kg/hL) Cruzamento
EMBRAPA 22* 814 LAP 689/M S7936
PIONEIRO* 824 VEERYS5/NACOZARI
V1 00191** 79,32 BR12/EMB22//EP8725/EMB22
V1 00219** 77,1 BR12/BH//[EMB22
V1 01148* 82.7 EMB22/BR 12
V1 01149** 79,38 EMB22/BR12
V1 03025*** 79.02 BRS207/EP9287
V1 03033*** 79.17 BRS207/EP9287
V1 03061* 82.6 ANA/EP9320
V1 03170*** 80.80 BRS207/EP93541
V1 03221*** 79.90 EMB22/EP93541
V1 03224*** 79.45 EMB22/EP93541
V1 03236* ** 77.85 EMB22/EP93541

Fonte: Programa de Melhoramento de Trigo da UFV - 2008
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3.1 TestesIniciais

Foi determinados o teor de umidade, cinzas e proteina nos gréo e na farinha obtida
segundo os métodos oficiails, AACC 44-15A, AACC 08-01, AOAC 140276,
respectivamentg AACC, 1990; AOAC, 1984). O rendimento de moagem foi determinado

em funcdo da massa total de gréos apos o condicionamento, Equacdol.

s%Rend = Farinha extrfuda*100 (1)
Massadegr aos

3.2 Eletrofor ese SDS-PAGE

Para identificagdo das HMW-GS, foi utilizada a el etroforese unidimensional SDS-
PAGE Foi adotado o procedimento de Laemmli (1970) para a extracao das proteinas da
farinha de trigo e fracionamento em gel de poliacrilamida com algumas modificagcdes. No
preparo de cada amostras 50 mg de farinha foram pesadas em tubos eppendorf e 1mL de
solucdo tampéo da amostra (240mM de Tris-HCI, pH 6,8; 0,8% SDS; 200mM de (¥
mercaptoetanol; 40% glicerol e 0,02% azul de bromofenol) foi adicionado no tubo. Em
Sguida, as amostras foram agitadas em um vortex para completa dispersdo da farinha,
aguecidas em banho-mariaa 93 °C £ 1 °C, por 5 minutos e centrifugadas a 7200 x g por 8
minutos. ApOs o0 preparo das amostras, uma aiquota de 6 pL foi fracionada em gel de
poliacrilamida na concentracéo de 3,8% e 12% para os géis de empilhamento e reserva,
respectivamente. A corrida ocorreu em um sistema SIGMA, corrente constante de™ 100
volts por um periodo de aproximadamente cinco horas. Apos estes procedimentos 0s géis
foram corados (0,3% de azul de Coomassie R 250; 50% de metanol; 10% de &cido acético
e 1 Litro de &gua destilada) e revelados (10% de etanol; 7% de &cido acético e 1 Litro de
dgua destilada).

3.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia por exclusao molecular (HPL C-SE)

Foi utilizada técnica de andlise conforme descrita por Pirozi (2003) e Rubio et al.
(2005):



3.3.1 Extracéo de proteina

3.3.1.1 Proteina polimérica total (PPT)

Foramadicionados 10 mg de amostra em tubo eppendorf e 1 mL de tampé&o-SDS
(05 % SDS em 0,05 M fosfato, pH 6,9) que foi agitado em vortex por 5 min.
Posteriormente, a suspensdo foi tratada em sonicador de haste (Ultrasonic Homogenizer
4710, Parmer Instrumentos, Chicago, Illinois), em poténcia de 8 W por 15 segundos. As
amostras foram entéo centrifugadas a 17800 x g por 15 minutos. O sobrenadante foi filtrado
em um filtro de nylon de 0,45 um paravias de 2 mL, que entdo foram aguecidos a 80 °C +
1 °C por dois minutos e resfriados em banho de gelo. As amostras foram analisadas SE
HPLC, em um sistema SHIMADZU SCL-10AVP com injegdo automatica, empregando
uma coluna ZORBAX BIO GF-450 (6 um, 300 A, 9,4 x 25 0mm). O solvente de arraste
utilizado foi acetonitrila (ACN) e &gua na propor¢cdo de 1:1 contendo 0,05% de &cido
trifluoracetico (TFA). A quantidade de amostra injetada, o comprimento de onda e o tempo

de eluicdo foram de 20 pL, 214 nm e 18 minutos, respectivamente.

3.3.1.2 Proteina polimérica extraivel (PPE)

A proteina extraivel foi obtida da coleta do sobrenadante obtida da suspensédo de
farinhaem Tampao-SDS (10 mg em 1mL), agitada por 5 min e centrifugada a 17800 x g
por 15 min. O sobrenadante foi filtrado, utilizando um filtro de nylon de 0,45 um para vials
de 2 mL, e o residuo foi reservado para obtencdo de proteina polimérica ndo extraivel. Os
vias foram aquecidos a 80 °C por 2 minutos, resfriados em banho de gelo e analisados em
SE-HPL C, da mesma maneira que descrito no item 3.3.1.1.

3.3.1.3 Proteina polimérica ndo extraivel (PPNE)

O residuo da extracéo das proteinas poliméricas extraiveis foi adicionado de 1mL
de Tampé&o-SDS (0,5 % SDS em 0,05 m fosfato, pH 69), e agitado em vértex até a sua
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completa dispersdo. A suspensdo foi tratada em sonicador de haste na poténcia de 8 W por
30 segundos, centrifugadas a 17800 x g por 15 minutos o sobrenadante foi tratada do

mesmo modo que a fracdo poliméricaextraivel, sendo analisado por SE-HPLC nas mesmas
condic¢des descritas no item 3.3.1.1.

3.3.1.4 Avaliagéo dos cromatogramas

Os cromatogramas foram dividid os em picos principais denominados picos 1 e 2,
gue correspondem as fragbes de proteinas polimérica (gluteninas), e monomeéricas
(gliadinas e albuminas/globulinas), respectivamente. A porcentagem de proteina polimérica

total (PPP) e percentagem de proteina polimérica ndo extraivel (UPP) foram definidas por
meio das Equacdes?2 e 3.

ppp =t Area Plooly, 2+ 100 @
gArea pical,,; + Area pico2,.; g

Area pi COlPPNE Q* 100 ©)

&
UPP = Cx - z . -
gArea pical,,. +Area picolyy: u

O percentua de proteina polimérica total da farinha (PPF) e o percentua de

proteina polimérica ndo extraivel (UPPF) foram calculados pelas Equacbes 4 e 5,
respectivamente.

* *
ppE<PEPPP 0 o LpppoPPETUPP o
100 100

Onde PF € o percentual de proteina na farinha
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Figuras 1. Separacdo das proteinas presentes nos extratos de proteina ndo

extraiveis de farinha de trigo em SE-HPL C. 1 (polimérica) e 2 (monomérica).
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Figuras 2: Separagdo das proteinas presentes nos extratos de proteina extraivel de

farinha de trigo em SE-HPLC. 1 (polimérica) e 2 (monomérica).
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Figuras 3: Separacdo chs proteinas presentes nos extratos de proteina total de

farinha de trigo em SE-HPLC. 1 (polimérica) e 2 (monomeérica).



3.4 Teste de panificacdo

Os pées foram elaborados segundo método 10-10B da AACC (1995) com
modificagdes. Para cada amostra, 35 g de farinha (14% b.u.) foram utilizados no preparo
dos pées, com a seguindo a formulagéo:

Ingrediente Formulagdo (Baker’ s %)
Gldten 30
Sacarose 6,0
Fermento Biologico 55
Sal 15
Gordura vegetal hidrogenada | 1,0

A quantidade de &gua adicionada, baseada em 60% de absor¢do, Di calculada de
acordo com o teor de proteina e umidade da farinha, Anexol.

A massa foi misturada em uma batedeira Walita R1715, modificada para misturar
peguena quantidade de amostra com batedor tipo gancho (Figura 4) em duas etapas: na
primeira foram misturados os ingredientes secos durante um minuto, e em seguida a &gua
foi adicionada e a mistura prosseguiu por mais cinco minutos. Apés o desenvolvimento da
massa, esta foi boleada, ficando em repouso por 20 minutos e dividida em cinco aliquotas
de 10 granes. Cada aliquota passou por cilindragem, modelagem, fermentacéo final por 80
minutos e assamento a 230°C por 12 minutos. Para 0 assamento foram confeccionadas
formas de 52,8 X 15,6 X 23,8 mm de dimensdo, em folha de auminio, conforme mostra a
(Figura 5).Vinte minutos apés o término  forneamento o volume  pdo foi medido
utilizando o método de deslocamento de sementes (modificado de AACC 10-05, 2000). O
mesmo procedimento foi seguido para uma amostra de farinha de trigo das primeiras
quebras sem adicéo de ferro e &cido folico (doado pelo Moinho Vera Cruz-Mg), que foi
utilizado como controle.
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Figura 4: Batedeira adaptada Figura 5: Formas confeccionadas

para producdo de p&o com para preparo de pdo com 10 g de

35 g defarinha massa.

As caracteristicas de panificacdo foram avaliadas por meio da aplicacdo de uma

escala subjetiva (Anexo 2), onde a cada caracteristica foi atribuida uma notade 1 a 10
pontos. Foram consideradas quatro caracteristicas subjetivas. Duas externas. cor de crostae
guebra e simetria; Duas internas. cor de miolo e estrutura das células. A avaliacdo dos paes
foi realizada pela comparacdo entre as amostras das variedades testadas e 0 p&o controle. A
amostra controle recebeu nota méaxima (10) para todas as caracteristicas avdiadas e
guaisquer das amostras que apresentaram caracteristicas semelhantes ou melhores que o
controle receberam nota méxima.

3.5 Delineamento experimental

Todo o experimento foi conduzido seguindo delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com duas repeticoes, exceto o teste de panificagdo, onde os provadores e
dias de producéo foram considerados blocos. A andlise estatistica foi redizada no software
SAS versio nove, onde as caracteristicas avaliadas foram submetidas a andlise de variancia
(ANOVA) e para os parametros que foram encontrados diferenca significativa (p < 0,05) o
teste de comparacdo de médias de Duncan foi aplicado, com nivel de significancia de 5%.



4. RESULTADOSE DISCUSSAO

Testesiniciais

Os resultados encontrados para as linhagens introduzidas do CIMMYT, pelo
programa de melhoramento da UFV (grupo 1VI) sdo apresentados na Tabela 5. Foi
observado que os gréos das linhagens VI 02036, 1VI 01453 e 1VI 01321 foram as que

apresentaram maior teor de proteina total .

TABELA 5: Composicéo e Rendimento de extracdo de farinha € gréos de trigo
obtido de linhagens introduzidas do CIMMYT.

Linhagem Rendimento(%) Cinzas® Cinzas® Proteina® Proteina”
V1 02036 47,835 1,76  0,66"E¢ 12,174 11,53%
IVI 01453 52,50¢ 1,55°°F  0,67"EC 11,2¢° 10,008
VI 01321 55,63 1,718 065"  10,93* 9,708
IVI 01043 49,33 1,595 0,56° 10,90  9,53¢P
VI 01127 51,90° 1,637BC  0,67B 10,900  9,478¢P
VI 01324 51,53 1,50°PF  0,587¢ 10,63°F  9,43CP
IVI 01265 49,507 1,47°% 0,69 10,40%"  9,00P¢PE
IVI 01094 52,13 1,70°B 0,45" 10,30°¢  8,87°CPE
IVI 01313 48,90 1,63°8¢  060°¢ 1020  877"F
IVI 01270 58,10" 1,48°%F  0,56° 10,17°¢  8,47°FF
IVI 01078 48,175 1,70°8  0,63%°PE 10,016  8,43PFF
VI 01614 48,135 1,738 0,69 10,00° 8,205
VI 01120 46,53 1,415F¢  0,635CPE 10,00° 8,105
IVI 01296 48,90 1,31°  0,65°P 9,70" 7,50"
VI 01172 53,77% 1,397 0,62°PF 9,30 6,40°

Os valore de cinzas e proteinas sa0 expressos em %, baseadas em 14 % b.u.;

G = Gréos e F=Farinhg
Médias na mesma coluna com letrasiguais ndo diferem significativamente p=0,05), pel o teste de Duncan.

Os dados apresentados na Tabela 6 referemse as linhagens obtidas por

cruzamento realizado pela UFV (grupo V1). Nestes, pode-se observar que maior teor de
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proteina foi encontrado para as linhagens VI 00219, VI 01148, VI 03170 e VI 00191 e
cultivar EMBRAPA 22.

TABELA 6: Composicéo e rendimento de extracdo de farinha de gréos de trigo
obtido de linhagens da UFV.

Linhagem  Rendimento CinzasG CinzasF ProteinaG ProteinaF

V100219 44,107 1,83% 0,78 11,407 10,60°
V101148 49,30° 2,06" 0,625 11,23% 9,70"
V103170 47,770 1,66" 0,56™ 10,8C° 9,405
V100191 47,970 1,92% 0,41" 10,50°¢  9,23%%
V198053 4313" 1,83% 0,69° 10,37 9,20
V103221 45,83 1,66" 0,73- 10,23 9,07
V101149 51,00° 1,44" 0,65°" 10,104 9,07
V103025 49,10°* 1,50° 0,55° 10,00°% 8,50°"
V103061 50,775 1,29¢ 0,61 9,90= 8,50"
V103224 50,37°¢ 1,53% 0,55° 9,807 8,50°"
V103033 48,87%% 1,79“ 0,56 9,73 8,30°*
V103236 50,90 1,35 0,63™" 9,10 747"

PIONEIRO 5543" 144" 0,87 10,10~ 8,63~
EMBRAPA 22 53,70" 1,66 0,59 11,37 10,30™"

Os valore de cinzas e proteinas Sa0 expressos em %, baseadas em 14 % bu.;
l(\g/lgdgéar?aenf;ﬁgrgl]ﬁna com |etrasiguais no diferem significativamente (p=0,05), pelo teste de Duncan.

Os grupos de linhagens estudadas, 1V1 e VI, apresentaram teor proteina do gao
variando entre 9,3% a 12,17% e 9,1% a 11,4%, respectivamente. Esses vaores sdo
considerados baixos guando comparados as cultivares australianas
(UTHAYAKUMARANN et al., 1999), de 9,2% a 15,8%, espanholas (MICHELENA et al.,
1995), de 13,2% a 15,2%, canadenses (SAPIRTEIN e FU, 1998), de 9,5% a 13,7%,
argentinas (CUNIBERTI et al., 2003; TOSI et a., 2000), de 10,7% a 17%, e até mesmo a
outras cultivares desenvolvidas para a regido do Cerrado brasileiro (GUTKOSKI, et al.,
2007), de 15,11% a 15,95%.

O teor de proteina nos graos de trigo € um importante parametro de qualidade na
escolha de linhagens em programas de melhoramento, tendo em vista o potencial de
panificagdo. Graos de trigo com maior percentual de proteina produzem farinhas mais ricas
em proteina. De fato, isto foi observado nos resultados do presente trabalho em que o teor

de proteina da farinha variou de 7,47% (linhagem V1 03236) a 11,53% (1 102036).
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Diversos estudos tém correlacionado o teor de proteina com parémetros de
qualidade tecnol6gica, principalmente das proteinas formadoras de gluten, como tenacidade
(P), tempo de desenvolvimento de massa no mixografo e no farindgrafo, absor¢do de agua,
W (energia), L (extensibilidade) e volume do pédo. Gupta et al, (1992) encontraram uma
relacdo diretamerte proporcional entre os teores de proteina do glaten (gliadinas e
gluteninas) na farinha com o teor de proteinas no gréo, esses autores também observaram
um aumento no volume de pdo com o aumento da concentracdo de proteina. Cuniberti,
Roth e MacRitchie @003) encontraram correlagdes positivas entre o teor de proteina nos
gréos e Rmax, volume de pdo, W e PIL.

O teor de cinzas no grupo de linhagens “IV1” variou de 1,76% a 1,31% nos gaos e
0,45% a 0,69% na farinha. As linhagens que obtiveram menor teor de dnzas na farinha
foram 1VI1 01313, VI 01324, 1V1 01270, V1 01043 e IVI 01094. J& nas linhagens do grupo
V1, pode-se observar uma variagdo no teor de cinzasde 1,29% a 2,06% nos gréos e de 0,41
a0,82% na farinha, sendo que as linhagens VI 00191, VI 03224 e V1 03025 apresentaram 0
menor teor (p<0,05).

O teor de cinzas é considerado um indicativo do grau de extracdo de farinha de
trigo, de modo que quanto maior o grau de extragcdo, maior o teor de cinzas. Nos resultados
encontrados ndo foi observada relacéo entre o teor de cinzas na farinha com o rendimento
de extragdo. E possivel que a utilizagio do mesmo teor de umidade no condicionamento das
diferentes linhagens tenha influenciado os resultados observados. O condicionamento
melhora o rendimento de extracdo de farinha com baixo teor de cinzas, e seu procedimento
varia com a dureza dos gréos, sendo que, de modo gera, gréos duros devem ser
condicionados a umidade mais elevada que gréos moles.

Nas tabelas5 e 6 ainda é possivel observar que as linhagens 1VI 01321, VI 01172
e IV1 01270 apresentaram maior rendimento de extragdo, e 1VI 01614, 1VI 02036, IVI
01296, 1VI 01120, IVI 01078 e IVI 01313, o menor (p<0,05). Quanto ao grupo “VI” as
variedades Pioneiro e EMBRAPA 22 apresentaram maior rendimento de extracdo enquanto
V100219 e V198053 as menores. A extracdo de farinha variou de 58,1% a 46,53% no grupo
IVI, e de 55,43% a 43,13%, no grupo “VI”. Tais valores estdo abaixo dos que foram
encontrados experimentalmente por outros autores, mas sao resultados tipicos de se

observar no moinho utilizado. Felicio et a. (1996), avaliando qualidade tecnoldgica de
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linhagens desenvolvidas para o estado de S&0 Paulo observou variagbes entre 59,8% a
72,5% para as variedades IAC-287 e TUIS, respectivamente. Estudos realizados por Abdet-
Aal et al. (1997) com variedades canadenses e trabalhos realizados por Qaroone et al.
(1994) com variedades americanas encontraram variacoes de 64,4% a 71,4% e de 55,8% a
63,9%, respectivamente. Gutkoski et al.(2007) avaliando variedades desenvolvidas para o
cerrado, observou que o rendimento de extragcdo da farinha variou entre 65,02%, na cultivar
Taurum, e 69,11%, na cultivar Embrapa 22. O tipo de moinho e a base de calculo de
rendimento usados nestes trabalhos sdo provavel mente responsével's por esta diferenca.

O rendimento de extracdo da farinha esta relacionado a dureza dos gréos, que por
sua vez, é definida pela quantidade de um grupo de proteinas, chamadas friabilinas,
presentes no endosperma do trigo. Os gréos podem ser classificados como duro ou mole,
sendo que nos trigos duro, as friabilinas, estdo presentes em pequenas quantidades, ou néo
sd0 encontradas (GIROUX e MORRIS, 1998). Segundo Greenaway (1969) e Guarienti
(1996) os genadtipos de gréo duro mostram maior indice de extraco de farinha cmparado
aos de grédo mole, e na pratica observa-se que gréos de trigo mole geramente provocam
embuchamento nos rolos de moagem, diminuindo o rendimento.

Cultivares de trigo com alto rendimento de extracdo, e que produzam farinhas com
baixo teor de cinza e elevado teor protéico sdo consideradas melhores, do ponto de vista
tecnol 6gico, para a industria de paes e massas, de modo que, pel os resultados apresentados,
as linhagens 1V1 010453, 1V1 01270, 1VI 01127, IVI 01094, IVI 01324, IVI 01321 e IVI
02036 (grypo “IVI") e EMBRAPA 22, Pioneiro, VI 01149, VI 03061, VI 03224, VI 01148
e V1 03025 (grupo “VI1”), sdo as mais adequadas

4.2 Perfil eletroforético de subunidades de alta massamolecular (HM W-GS)

A Figura 6 mostra a distribuic&o das proteinas do endosperma de trigo encontradas
para algumas das linhagens avaliadas, e nas Tabelas 7 e 8 sdo apresentadas a composi¢éo
de subunidades de gluteninas de alto massa molecular (HMW-GS), seus respectivos
coeficientes de Glu-1, calculados de acordo am os trabalhos de Payne et a. (1984, 1987),
e aclassificagéo proposta por SILVA et al. (2004).
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Figura 6: Perfil eletroforético de proteinas do endosperma de trigo por SDS-PAGE. 1-
Wings, 2-VI100219; 3-Nugaines Brabender; 4-V101370; 5-Karl 92; 6-1VI01270; 7-
V103236; & TAM 107; 9-Nugaines; 10-1V101078; 11-TAM 107; 12-1V101296; 13-Caeme
71; 14-1V102036; 15-Atlas 66.

Nos géis de SDS-PAGE, as proteinas de reserva sdo separadas em fragdes de
diferentes massas moleculares, na parte superior as HMW-GS, em seguida as ? -gliadinas e
por fim uma mistura de subunidades de gluteninas de baixo massa molecular (LMW-GS) e
de a- e ?gliadinas. Na figura 6 é possivel identificar algumas HMW-GS, com boa
resolucdo, exceo para as bandas 2- 2* e 9- 10 que na maoria dos géis avaliados
apareceram juntas. |sso geralmente ocorre por causa das similaridades de peso molecular, e
consequentemente, de mobilidade entre essas subunidades.

Pela tabela 7 pode-se observar que as linhagens VI deste estudo apresentam
subunidades de glutenina consideradas favoraveis aqualidade de panificagdo. As linhagens
IVI 01614, IVI 01270, IVI 01324, IVI 01172, IVl 01078, IVI 01120, 1Vl 01321 e IVI
01453, apresentaram os melhores escores, 9 e 10, sendo ent&o classificadas como farinhas
de qualidade superior. As demais linhagens apresentaram escore de 7 a 8 sendo ent&o

classificadas como de qualidade intermediaria.



TABELA 7: ldentificagdo das subunidades de alta massa molecular por
SDS-PAGE de farinha de trigo de linhagens introduzidasdo CIMMYT.
Linhagem GLU-A1 GLU-B1 GLUD1 Escore Classe

VI 01614 1 7+8 5+10 10 S
VI 01265 2* 7+9 2+12 7 I
VI 01127 2* 17+18 2+12 8 I
VI 01453 1 7+9 5+10 9 S
VI 02036 2* 7+9 2+12 7 I
VI 01321 1 7+8 5+10 10 S
VI 01296 2* 7+9 2+12 7 I
VI 01078 2* 7+9 5+10 S
VI 01120 2* 17+18 5+10 10 S
VI 01172 1 7+9 5+10 9 S
VI 01313 2* 7+9 2+12 7 I
VI 01324 2* 7+9 5+10 9 S
VI 01270 1 7+9 5+10 9 S
VI 01043 2* 7+9 2+12 7 I
VI 01094 2* 17+18 2+12 8 I

Escore = Escore de Glu-1 (Payneet d. , 1987); S = Superior e | = Intermediério

Pelos dados da Tabela 3, pode-se verificar que as linhagens 1VI 01324 e V1 01321
apresentam 0s mesmos progenitores, mas este fator ndo resultou em combinacdes alélicas
idénticas, sendo elas 2* 7+9 5+10 e 2* 7+9 e 2+12, regoectivamente. Segundo Hinrichsen
et a. (2002) a segregacdo de cada |6cus ocorre de forma aleatdria apos o cruzamento, e a
selecdo de linhagens durante os primeiros ciclos reprodutivos esta dirigida a muitas
caracteristicas agrondmicas, fisiologicas e de resisténcia a patologias, ndo sendo
necessariamente relacionada ao alelo especifico das HMW-GS ou com as demais
caracteristicas de qualidade do trigo.

Considerando o0 escore, as linhagens do grupo “VI1” (Tabela 8) apresentaram
melhor desempenho na composicdo de HMW-GS do que as linhagens do grupo “IVI”.
Pode-se observar que as linhagens VI 00191, VI 00219, VI 03061, V101149, VI 03170, e

31



as variedades EMBRAPA 22 e Pioneiro apresentam escore igual ou superior a nove, sendo
classificadas como trigo de qualidade superior, enquanto as linhagens VI 03224, VI 03236,
VI 03221, VI 03033, VI 03025 e V198053 tém escore entre 7 e 8 sendo classificadas como
de qualidade intermediéria.

Varias linhagens V1 s&o resultantes de progenitores em comum, como: VI 01148 e
VI 01149; VI 03025, VI 03033 e VI 03221; eVI 03224 e V1 03236 (Tabela 4). Do mesmo
modo que para as linhagens VI, progenitores comuns ndo determinaram similaridade da
composicdo HMW-GS.

TABELA 8: Identificagdo das subunidades de alta massa molecular por
SDS-PAGE de farinha de trigo de linhagens obtidas pela UFV.
Linhagem GLU-A1 GLU-B1 GLU-D1 Escore Classe

V100191 1 748 5+10 10
VI 01148 1 17+18 5+10 S
VI 00219 1 7+9 5+10 S
VI 03061 1 748 5+10 10 S
VI 03224 1 17+18 5+10 8 I
VI 03236 1 ?13+16 5+10 8 I
VI 01149 1 7+8 5+10 10 S
VI 03221 NULO 7+9 5+10 7 I
VI 03170 1 7+9 5+10 9 S
VI 03033 2* 7+9 2+12 7 I
VI 03025 2 7+8 2+12 8 I
V1 98053 2* 7+9 2+12 7 I
PIONEIRO 2 7+8 5+10 10 S
EMBRAPA

- 1 7+8 5+10 10 S

Escore = Escore de Glu-1 (Payneet a. , 1987); S= Superior el = Intermediario

Como resultados desta andlise, foram identificadas treze diferentes subunidades de
glutenina, nas 27 linhagens edois cultivaresestudadas, 1, 2*, 7, 8, 9, 13, 16, 17, 18, 2, 5, 10

e 12, conforme a nomenclatura de Payne et a. (1980). As subunidades 5 e 10 sdo
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frequentemente citadas como responsaveis pela alta qualidade de panificacdo, mas as
demais subunidades presentes sdo determinantes na performance global da farinha de trigo
em testes de qualidade.

Composicao de proteinas poliméricas dotrigo

As Tabelas 9 e 10 apresentam os resultados obtidos em SEHPLC e o teor de
proteina total da farinha Foram calculados os valores de percentagem de proteina
polimérica total (PPP), percentagem de proteina polimérica ndo extraivel (UPP), teor de
proteina polimérica total na farinha (PPF) e teor de proteina polimérica ndo extraivel na
farinha (UPPF). Esses parametros apresentaram diferenca significativa ao nivel de 5% de
probabilidade para as diferentes linhagens avaliadas.

Na Tabela 9 pode ser observado que o parametro PPP foi maior nas linhagens 1VI
01127 e 1V1 01453 e menor para IVI 01043 e IVI 01324. Ja a UPP foi maior nas linhagens
VI 01321 e IVI 01324 e menor em VI 01094, IVI 01265 e IVI 01043. Maior PPF foi
obtido nas linhagens 1VI 01270 e 1VI 01453, e a menor na 1VI 01043. Na mesma tabela
verifica-se que as linhagens 1VI 01453, IVI 01321 e 1VI 02036 apresentaram maior UPPF,
enquanto as linhagens V101296 e 1VI 01172 obtiveram os menores resultados.

Gupta et a. (1993), afirmam que a solubilidade de um polimero decresce @m o
aumento da massa molecular, e que o valor de UPP representa a fragdo de proteinas
poliméricas insolivel em solugdo de SDS, portanto, com maior grau de polimerizacéo.
Pode-se observar que as linhagens gque apresentaram maior UPP ndo necessariamente
apresentaram maior PPP, 0 que evidencia que o grau de polimerizacdo das subunidades de
glutenina ndo depende do total de proteinas poliméricas presente.

Verificou-se que todas as linhagens exibindo maior UPP, possuem as subunidades
5+10 em sua composi¢do, enquanto gque nas linhagens com vaores menores, a combinacdo
2+12 estava presente. 1sto indica que as subunidades 5+10 devem exibir melhor capacidade
de polimerizacdo, quando comparadas a0 par 2+12. De fato, dados de literatura
demonstram que maior UPP esta relacionado com melhor qualidade de panificacéo,
caracteristica também atribuida as subunidades 5+10 (LARROQUE et a.,1999;
LARROQUE e BEKES, 2000; RUBIO et a., 2005).



TABELA 9: Distribuicdo de proteinas polimérica de farinha de trigo por SE-
HPLC em linhagens introduzidas do CIMMYT.

Linhagem PF PPP UPP PPF UPPF
IVI 01043 9,53°“" 36,607 43,637 3,49 1,625
IVI 01265  9,00%“Yt 40,40 43,73" 3,64% 1,595
IVI 01094 8,87°“Y% 40,30 44,177 3,58 1,58
VI 01296 750" 40,807 44,43 3,065 1,36"
VI 01313  877“YF 4223  4570° 3,08 1,82V
IVl 01120 810" 40,80 47,307 3,30 1,565
IVI 02036  1153*  42,3“* 47,37" 4,88" 2,314
VI 01172 6,40° 42,10 47,43 2,69 1,28"
VI 01127 9475V 4467 47,73t 4,238 2,028
IVI 01270  847°F" 41,07°%"  47,93"cF 3,48 1,67V
IVl 01614 820" 42,00V 4820Vt 3,44 1,66“VF
IVI 01078  947°“Y 42,77 48,37" 4,04 1,96V
IVI 01453  10,00°  47,20" 49,40~ 4,72° 2,33
IVI 01321  9,53%“Y  46,63" 51,70% 4,44° 2,30"
IVI 01324  943°“Y  38,20° 50,37"° 3,60 1,81“

PF = Teor de proteina na farinha; PPP = percentagem de proteina polimerica; UPP = percentagem de proteina
polimérica ndo extraivel; PPF = percentagem de proteina polimérica na farinha; UPPF = percentagem de proteina
poliméricano extraivel nafarinha

M édias na mesma coluna com letras iguais ndo diferem significativamente (p=0.05), pel o teste de Duncan.

Para as linhagens do grupo “VI” (Tabela 10), observouse que PPP foi maior nas
amostras VI 03025 e VI 03224 e menor para VI 98053. Maior UPP foi observada em
V103061, VI00191, V100219 e EMBRAPA 22, e a menor na linhagem VI 98053.
EMBRAPA 22, VI 01148 e VI 00219 obtiveram maior PPF, e a VI 00219 exibiu 0 menor
valor para este parametro. Com relacéo a UPPF, as linhagens VI 03061 e EMBRAPA 22

apresentaram maior valor, enquanto o menor resultado foi obtido na variedade Pioneiro.



TABELA 10: Distribui¢do de proteinas polimérica de farinha de trigo por
SE-HPLC em linhagens desenvolvidas pela UFV.

Linhagem PF PPP UPP  PPF UPPF
VI010L 023  4357°  482F 4025 194C
V100219 10,60"  4163°F  4820° 441" 213"
VIOBI7T0 Q4GP 4207 4517 395 179
V103221 007" 4256 4577 386°F 177
V103025 850Y%  4480° 4697° 381" 179
V103236 7475 4147 4680°° 310° 145
VIOI148  970°%° 4157t 4630°F  4.03°® 1.87°
V103224 850U 43777 4640°t 372F 173
VIos053  920°Y  3930°  4427° 361 160°t
V103061 850t 34377  50.87° 2.9 1,49"
V101149 907" 41177 4717 373 176
V103033 830"  40.80%  4537° 339° 154

EMBRAPA2Z 1030°° 4057  4757°° 418  199°
Pioneiro 8630 42200 4433 364" 161"

PF = Teor de proteina na farinha; PPP = percentagem de proteina polimérica; UPP = percentagem de proteina
polimérica ndo extraivel; PPF = percentagem de proteina polimérica nafarinha; UPPF = percentagem de proteina
polimérica ndo extraivel na farinha

M édias na mesma coluna com letras iguais ndo diferem significativamente (p=0.05), pelo teste de Duncan.

O comportamento entre UPP e composicdo de HMW -GS no grupo de linhagens
“VI” foi semelhante ao observado para o grupo “IVI”, exceto para a variedade Pioneiro
gue obteve o menor UPP, mesmo possuindo a combinag&o de subunidades 5+10, e escore
10 (ver Tabela 8). Este fenbmeno pode estar relacionado a presenca de terminadores de
cadeia. Toda proteina apresenta um dominio repetitivo e regides G e N-termina. Nas
subunidades de glutenina, estas regides terminais contem de dois a trés grupamentos
sulfidril (-SH) livres, sendo estes os responsaveis pela formacdo das suas ligacOes
intermoleculares caracteristicas. Entretanto, em alguns casos especificos, uma proteina, ou
mesmo um oligopeptideo, com um unico residuo de cisteina é anexado ao final da cadeia,
interrompendo a sua polimerizagdo (KASARDA, 1989; EL NOUR ET AL, 1998; MASCI
ET AL, 1999). Estes sdo chamados “terminadores de cadeia’, porque impedem que as
subunidades protéicas continuem a se complexar para formar gluteninas de alta massa
molecular. Sugere-se, no presente trabalho, que a presenca de terminadores de cadeias na
cultivar Pioneiro, impede a completa polimerizacdo das subunidades de glutenina,

promovendo, consequentemente, o baixo valor UPP observado.
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Os resultados de UPP e PPP foram semelhantes nos dois grupos de linhagens
estudados, variando de 43,63% a 51,7%, e de 34,7% a 47,2%, respectivamente. Os valores
de UPP encontrados foram menores que os relatados em literatura para linhagens
australianas (LARROQUE et a.,1999) e canadenses (LARROQUE e BEKES, 2000).
Diversos estudos tém verificado relagdo positiva entre UPP e caracteristicas de qualidade
tecnol6gica, como resisténcia a extensdo (Rnax) € forca da massa (W), de forma que é
esperado que as linhagens com maior UPP (IV1 01321, 1VI 01324, 1VI 01453 e VI 03061)
neste trabalho obtenham melhor desempenho também no teste de panificagéo.

Também tem sido relatada (SINGH et a., 1990; MACRITCHIE e LAFIANDRA,
1997; RUBIO et al., 2005) correlagdo positiva entre PPP, PPF e UPPF e certos parémetros
de qualidade, como Ry ax, tempo de desenvolvimento de massa e volume de pdo. Entretanto,
a relacdo positiva de PPP e PPF com a qualidade tecnolégica da farinha de trigo parece
ocorrer somente quando ato valor desses parametros for acompanhado de UPP
comparavelmente alta

4.4 Teste de Panificacéo

Nas Tabelas 11 e 12 sdo apresentados os resultados b teste de panificagao,
expressos como volume do pdo (cnt), volume especifico (cnt/g) e escores para as
caracteristicas externas(CE), internas(Cl) e total (CG), para as linhagens dos grupos “IVI1” e
“VI1”, respectivamente. Para os parametros estimados foi observada diferenca significativa
(p<0,05) entre os diferentes tipos de linhagens estudadas

Observa-se que as linhagens VI 01078, 1VI 01453, 1VI 01324, 1V1 01321 e IVI
01296 tiveram 6timo desempenho no teste de panificacdo, expresso como altos valores de
CE, Cl e CG obtidos (Tabela 11). Pode-se observar nas Figuras 7: 12 el4, e Figura8: 12,
14 e 15, que estas linhagens apresentaram caracteristicas muito semel hantes as apresentadas
pela amostra controle. De modo andlogo, a linhagem VI 01094, que obteve os menores
escores para CE, Cl e CG, apresentou cor opaca e escura, miolo com células de ar
excessivamente abertas e falta de uniformidade (Figura 6-10).



TABELA 11:Teste de Panificacdo de farinha de trigo obtida de linhagens

introduzidas pela UFV.
] Volume V. especifico
Linhagem CE Cl CG 3
(cn?) (cm™/g)
VI 01078 18,67° 18,00™° 36,67 30,93°F° 3,707°°P
IVI 01296  18,50"° 16,5°8¢ 35,001% 26,50VE" 3,338
IVI 02036  18,50"" 14,55~ 33,00°°%  29,07°“YF  3,43°-V="
VI 01321 18,338  17,337BC 35,674 33,80 4,101
IVI 01324 18,008  17,83"B 36,17 31,3078 3,77°8¢
VI 01127  17,83*" 13,83“" 31,83"B% 29 33°-LE 3,50°PF
IVI 01453  16,50*" 18,67" 36,50" 31,0078¢ 4,07
IVI 01120  16,00°%“ 1550°5¢ 32,0018%  27,40°“PEF 3.408¢PE"
IVI 01172  16,00°°“  16,50"B¢ 32,5018 29 17°“P* 3,60°BP
IVI 01614  15,17°*" 16,67°°" 31,83"° 29 93"V 3,87""°
IVI 01313 14,17 1367V 27,83V 26,83CPEr 3,274V
IVI 01270  13,67“Yt 14,508 2817“Y  29,83'BLE 3 70ABWY
IVI 01043  12,33°F  17,00%B¢ 29,33°“ 22,17° 2,977
VI 01265 12,17°F  16,00°B¢ 28,17%" 24,50 293"
VI 01094 11,83 11,00" 22,83" 25,505"¢ 3,304V

CE = escore das caracteristicas externas, aimensional, pontuagdo maxima 20; Cl = escore das caracterigticas internas,
admensional, pontuagdo méaxima 20; CG = escore total, ad mensional, pontuagdo méxima 40.
Médias na mesma coluna com letras iguais ndo diferem significativamente (p=0.05), pelo testede Duncan.

Quanto ao volume e volume especifico dos pées, as linhagens VI 01321, 1VI
01324, 1V1 01453, IVI 01078 e IVI 01614 apresentaramos melhores resultados.

Na Tabela 12 observa-se que as cultivares EMBRAPA 22 e as linhagens VI
00219, VI 03061, VI 01149 e VI 01148, obtiveram mehores escores no teste de
panificacdo, resultado evidenciado nas Figuras 7: 2 e 8, e 8: 7, 11 e 13, respectivamente.
Menores escores foram exibidos pelas linhagens V103033, V198053 e VI03221, que
apresentaram caracteristicas inadequadas como células de ar muito compactas, com
presenca de bolhas arredondadas na periferia e cor opaca (Figuras 7-1, -12 e -13,
respectivamente). Os tratamentos VI 03061, VI 98053, VI 00191 e EMBRAPA 22

apresentaram maior volume e volume especifico, enquanto VI 03170, V1 98053 e Pioneiro
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obtiveram os menores.

TABELA 12: Teste de panificacéo de farinha de trigo obtida de linhagens obtidas

pela UFV.
_ Volume V. especifico
Linhagem CE Cl CG
(cnt) (cntlg)
V103061 17,50¢ 17,837 35,33° 31,507 3,83"
V100219 17,504 15,6778  33,17°% 30,3318 3,7018W
V101148 17,37 14,6778  32,00°BC  27,33CLE 3,407
V101149 16,83 17,00* 33,83*"  2950MP“ 3 63"E-PE
V103025 15,83  14,50"" 30,33*°“Y 2900“"" 3,50~
V100191 15,00%%“  15,00"® 30,00*"“" = 31,33" 3,80""
V103236 14,17°5P  1417°° 28,33°BY 28 17°“PE 3 47-PE"
V198053 13,18"°“Y  14,33"° 24,50 26,17 3,207
V103224 12,6750  155°B 28 17ABL 27 7Q“PE 3,37t
VI 03221 12,8350 10,83 23,67¢ 27,007t 3,30F"
V103033 12,00*" 12,67° 24,67° 26,83"F 3,40°"
V103170 11,17° 14,83"%  26,00%" 26,30 3,37
Pioneiro 15,18~ 1517°"° 30,33 Y 26,17 3,207
EMBRAPA 22 16,83 17,00* 33,83 30,20"® 3,77

CE = escore das caracteristicas externas, admensional, pontuagdo maxima 20; CI = escore das caracteristicas internax,
admensional, pontuacdo méxima 20; CG = escore total, ad mensional, pontuagdo maxima 40.
M édias na mesma coluna com letrasiguais néo diferem significativamente (p=0.05), pelo teste de Duncan.



Figura 7: Comparagdo das caracteristicas internas de pdo produzido com a amostra
Controle (C) e das linhagens estudadas, 1-1V1 02036; 2-EMBRAPA 22; 3-1VI 01172; 4-1VI
01265; 51VI 01120; 61VI 01614; 7-1VI 01270; 8VI 00219; 9VI 00191; 10-VI 98053;
11-VI103236; 12-1VI1 01296; 13-VI 03025; 14-1VI 01078; 15-Pioneiro



Figura 8: Comparagdo das caracteristicas internas de p&o produzido com a amostra
Controle (C) e das linhagens estudadas, 1-VI 03033; 2-1VI 01043; 3-VI 03221; 4-VI
03170; 6-VI 03224; 7-V1 03061; 81VI 01127; 9-1VI 01313; 10-1VI 01094; 11-V1 01149,
12-1VI 01453; 13-VI1 01148; 14-1V1 01321; 151V 01324.



4.5 Relagdo entre subunidade HM W-GS e composicao das proteinas poliméricas com

gualidade de panificacdo

A qualidade de panificacdo é influenciadapor diversos fatores dentre eles podem
S citar 0 teor de proteina no gréo e na farinha, a proporcéo de gliadina e glutenina, a
conmposicdo de HMW-GSe adistribuicdo da massa molecular das proteinas poliméricas.

Dentre as linhagens estudadas no presente trabalho, as que exibiram maiores
volume e escore total de panificagdo, apresentaram a seguinte distribuicdo de subunidades
de glutenina (para cada locus Glu-A1l, Glu-B1 e Glu-D1):

Glu-Al: subunidade 1? 42,9%

subunidade 2* ? 57,1%
NULO? 0%

Glu-B1: Subunidades 7+9 ? 42,9%
Subunidades 7+8 ?  42,9%
Subunidades17+18 ?  4,3%
Subunidades 16+17 ? 0%

Glu-D1: Subunidades5+10 ? 71,4%
Subunidades2+12 ? 28,6%

Germoplasmas de diversas origens tém indicado que as subunidades 5+10
contribuem mais com a forga do gliten que a combinagdo 2+12 e outras variacOes alélicas
em Glu-D1 (WEEGLES et al., 1996; TRETHOWAN et a., 2001; PIROZI, 2003; PENA et
al., 2004; HE et a., 2005; EAGLES et al., 2006). Zanatta et a. (2002), apés comparar a
composicdo de HMW-GS com a classe industrial de 4.104 linhagens provenientes do
programa de melhoramento da EMBRAPA Trigo e 76 cultivares de trigo recomendadas
para plantio no Brasil, observou que a caracteristica de gluten forte esta associada
principalmente, as subunidades 1, 5 e 10, e gluten fraco com Glu-A1 NULO e subunidades
2+12. Branlard e Dardevet (1985) encontraram que as subunidades 2*, 7, 8 e 9 (em suas
combinagdes alélicas 7+8 e 7+9), e as subunidades 5+10 estdo relacionadas com uma ata
sedimentacéo (teste Zeleny), ja as subunidades 6+8 e 2+12 correspondem a uma baixa
sedimentacdo. Guptaet al. (1990) e Pefia (1997), ao caracterizar os efeitos das subunidades

de glutenina de HMW-GS sobre o potencial de panificagdo, encontraram que genotipos
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com subunidades 17+18 ou 7+8 no genoma B e 5+10 no genoma D apresentam melhor
qualidade para panificacdo que as variedades com subunidades 7+9 (B) e 2+12 ou 3+12
(D).

Considerando arelacdo entre a distribuicdo das HMW-GS e o escore de Glu-1
com o volume de péo e CG observados, pode-se inferir que, também para as amostras deste
estudo, a subunidade 1 e o par 5+10 estdo associados a boa qualidade de panificacéo.

Um estudo de correlagéo linear de Pearson foi utilizado para verificar como os
dados de SDS-PAGE e SE-HPLC influenciam os parametros de qualidade de panificacéo
(Tabela 13).

TABELA 13: Matriz de correlagdo para parametros de composi¢ao protéica das
farinhas detrigo e qualidade de panificagéo.

R EscoreGlu-1  UPP PPP volume CG PF
PF 0,27™ 0,28™ 0,06™ 0,41* 023 1
CG 0,51** 0,69** 0,11" 0,65** 1
Volume 0,62** 0,94** 0,35* 1

PPP 0,09™ 0,21 1

UPP 0,60** 1

escoreGlu-1 1

Pela avaliagcdo da Tabela B contatase que UPP e a composicdo de HMW-GS
(Escore Glu-1) sdo os parametros que apresentam maior correlacéo positiva com volume de
péo e CG. O elevado grau de correlacdo, principalmente do UPP, indica que esses dois
parametros podem ser amplamente utilizados nos programas de melhoramento de trigo para
estimar a qualidade tecnol égica de panificacdo. Este comportamento € observado porque as
propriedades viscoelasticas que afetam a qualidade de panificagdo, e particularmente o
volume de péo, dependem principal mente da composi¢éo de gluteninas HMW-GS e LMW-
GS e das gliadinas (WEEGLES, 1996; HE, 2005; EAGLES, 2006). A grande diferenca
entre os coeficientes de correlagdo PPP e UPP com volume de pdo e CG indica que nem
todas as proteinas poliméricas estéo relacionadas com qualidade de panificacdo, mas apenas

as fragdes de maior massa molecular.
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5. CONCLUSAO

Nas condicbes experimentais deste trabalho, os resultados obtidos permitem
estabel ecer as seguintes conclusoes.

As 27 linhagens e dois cultivares estudadas apresentaram as subunidades de
glutenina, 1, 2*, 7, 8, 9, 13, 16, 17, 18, 2, 5, 10 e 12, arranjadas em combinagoes
de 4 ou 5 subunidades especificas;
Linhagens distintas obtidas do cruzamento de progenitores comuns nao
apresentaram a mesma combinagdo alélica;
As linhagens que tiveram maior UPP ndo apresentaram necessariamente maior
PPP, indicando gque o grau de polimerizacdo das subunidades de glutenina ndo
depende do teor de proteinas poliméricas presentes na farinha;
Maior UPP foi observado nas amostras que expressaram subunidades 5+10;
Sugere-se que erminadores de cadeia sgjam responsaveis pela baixa UPP, e
conseguiente qualidade inferior de panificacéo;
Nem todas as proteinas poliméricas presentes foram relacionadas com
qualidade de panificagdo, mas apenas as fragdes de maior massa molecular
(UPP);
Os parémetros UPP e Escore Glu-1 apresentaram alta correlagdo com volume de
pdo e podem ser utilizados para estimar a qualidade de panificacdo do trigo

durante os estagios iniciais dos programas de melhoramento.
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ANEXO

Anexo1: Ficha de avaliacdo das caracteristicas de panificacao.

TESTE DE PANIFICAGCAO: AVALIAGAO SENSORIAL PAO TIPO FORMA

Nome: Data:
/ /

A avaliagdo dos pées devera ser realizada pela comparagao entre as amostras das variedades testadas e o pdo controle. A
amostra control e recebera nota méxima (10) paratodos os atributos avaliados. Qual quer amostra que apresentar atributo
semelhante, ou melhor, que o controle deve receber nota maxima.

Pontuagéo amostra

Critérios L.
Maxima
Cor dacrosta.
(Fatoresindesgjaveis: ndo 10
uniforme, opaca, muito
clara ou muito escura).

Quebrae simetria.
(Fatoresindesgjaveis:
quebramuito pegquena, 10
aspera e/ou desigual;
laterais, pontas e parte
superior desiguais).

Caracteristicas externas

Cor do miolo.
(fatoresindesejéveis: 10
cinza, opaca, desigual
e/ou escura).

Estruturadacélulae
texturado miolo
(Fatoresindesejaveis:
células arredondadas na

Caracteristicas
internas

periferia, miolo compacto D
ou com buracos muito
abertos, faltade
uniformidade).
Total 40
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Anexo2: Quantidade de &gua e farinha utilizada nas formul acoes.

Amostra  Proteina (%) Umidade (%) Farinha(g) Agua(mL)
V101036 954 16,93 36,08 19,67
V101043 9,29 14,22 35,00 19,98
V101078 9,64 14,01 34,80 20,04
V101094 8,49 13,42 34,60 19,59
V101120 9,27 13,36 34,60 20,09
V101127 9,48 13,16 34,40 20,16
V101172 9,35 13,54 34,60 20,10
V101265 8,88 13,55 34,60 19,85
V101270 9,30 13,53 34,60 19,85
V101296 10,02 13,14 34,40 20,41
V101313 8,45 13,09 34,40 19,66
V101321 941 12,76 34,60 20,22
V101324 9,49 13,67 34,60 20,10
V101453 9,77 14,41 35,01 19,98
V101614 9,06 11,21 33,69 20,15
V100191 8,74 12,87 34,40 19,66
V100219 8,73 14,51 34,60 19,72
V101148 10,26 12,96 34,80 20,41
V101149 9,60 14,07 34,80 20,04
V103025 9,02 14,06 34,80 19,78
V103033 8,43 13,63 34,60 19,60
V103061 8,77 14,34 35,00 19,72
V103170 8,60 13,30 34,60 19,85
V103221 9,08 12,85 34,20 19,97
V103224 8,73 14,62 35,00 19,46
V103236 8,55 14,49 35,00 19,46
V198053 9,21 14,67 35,21 19,92

EMBRAPA

22 10,10 13,30 34,60 15,60
PIONEIRO 8,58 16,65 36,08 19,11




APENDICE

ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) PARA OS PARAMETROS DOGRUPO | VI

Variavel dependente: CinzasG

FontedeVariagdo GL Somadequadrados Quadrado médio F P
Tratamento 14 10,2066 0,7290 49,52 <0.0001
Residuo 13 0,1914 0,0147

Total 27 10,3980

C.V. 4,60

Varidvel dependente: ProteinaG

FontedeVariaggo GL Somadequadrados Quadrado medio F P
Tratamento 14 193,3458 13,8104 20558 <0.0001
Residuo 13 0,8733 0,0672

Total 27 194,2192

C.V. 4,60

Variavel dependente: CinzasF

FontedeVariacdo GL Somade qiadrados  Quadrado médio F P
Tratamento 14 0,2334 0,0167 6,14 <0.0001
Residuo 13 0,0353 0,0027

Total 27 0,2687

CV. 4.53

Variavel dependente: ProteinaF

FontedeVariagcdo GL Somadequadrados Quadrado médio F P
Tratamento 14 33,9842 2,4274 5,29 <0.0001
Residuo 13 5,9650 0,4588

Total 27 39,9492

CV. 4.06

Variavel dependente: Rendimento

FontedeVariacdo GL Somadequadrados Quadrado médio F P
Tratamento 14 431,7898 30,8421 8,26 <0.0001
Residuo 13 48,5400 3,7338

Total 27 480,3298

C.V. 4.06

Varidvel dependente: UPP

FontedeVariagdo GL Somadequadrados Quadrado médio F P
Tratamento 14 246,6564 17,6183 38,52 <0.0001
Residuo 13 5,9466 0,4574

Total 27 252,6031

CV. 5,14
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Variavel dependente: PPP

FontedeVariaggo GL Somadequadrados Quadrado médio F P

Tratamento 14 326,7391 23,3385 16,42  <0.0001

Residuo 13 18,4733 1,4210

Total 27 345,2124

CV. 4,12

Variavel dependente: PPF

FontedeVariaggo GL Somadequadrados Quadrado médio F P

Tratamento 14 14,8964 1,0640 581 <0.0001

Residuo 13 2,38 0,1831

Total 27 17,2764

C.V. 7.31

Variavel dependente: UPPF

FontedeVariagdo GL Somadequadrados Quadrado médio F P

Tratamento 14 4,6724 0,3337 7,23 <0.0001

Residuo 13 0,6 0,0462

Total 27 5,2724

C.V. 7,35

Variavel dependente: CE

Fonte de Variacao GL Somadequadrados  Quadrado médio F P

Amostra 14 558,6667 39,9048 6,37 <.0001

Repeticio 0.2771
7,5111 7,5111 0,02

Provador 2 0.1071

Residuo 73 28,8667 14,4334 2,30

total 89 450,9556 6,2633

CV. 15.64

Variavel dependente: Cl

Fonte de Variacao GL  Somadequadrados  Quadrado médio F P

Amostra 14 346,0000 24,7143 3,38 0.0003

Repeticdo 1 0,5444 0,5444 0,07 0.7858

Provador 2 63,2000 31,6000 4,32  0.0169

Residuo 73 526,7555 7,3160

total 89 936,5000

CV. 17,08



Varidvel dependente: CG

Fonte de Variacao GL Somadequadrados Quadrado medio F P
Amostra 14 1.323,6667 94,5476 456  <.0001
Repeticéo 1 4,0111 4,0111 0,19 0.6613
Provador 2 174,8666 87,4333 4,22  0.0185
Residuo 73 1.491,9556 20,7216

total 89 2.994,5000

CV. 14,30

Variavel dependente: Volume

Fontede Variaggo GL Somadequadrados Quadrado médio F P
Amostra 14 391,1811 27,9415 2,85 <.0001
Repeticao 1 11,4013 11,4013 1,16 0.3018
Residuo 14 137,1387 9,7956

total 29 536,5727

C.V. 7,53

Variavel dependente: Volume especifico

FontedeVariagdo GL Somadequadrados Quadrado médio F P
Amostra 14 5,3118 0,3794 2,42 0.0002
Repeticéo 1 0,1804 0,1804 1,15 0.3055
Residuo 14 2,1929 0,1566

total 29 7,6400

C.V. 7,69
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ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) PARA OS PARAMETROS DO GRUPO VI

Variavel dependente: CinzasG

FontedeVariacdo GL Somadequadrados Quadrado médio F P
Tratamento 13 2,0020 0,1540 25,34  <0.0001
Residuo 14 0,0851 0,0061

Total 27 2,0872

C.V. 3,36

Variavel dependente: ProteinaG

FontedeVariacdo GL Somadequadrados Quadrado médio F P
Tratamento 13 17,6050 1,3542 11,61  <0.0001
Residuo 14 1,6333 0,1167

Total 27 19,2383

C.V. 2,35

Variavel dependente; CinzasF

FontedeVariaggo GL Somadequadrados Quadrado medio F P
Tratamento 13 0,5687 0,0437 8,9801 <0.0001
Residuo 14 0,0682 0,0049

Total 27 0,0682

C.V. 7,25

Variavel dependente: ProteinaF

FontedeVariacdo GL Somadequadrados Quadrado médio F P
Tratamento 13 29,5681 2,2745 1,8257 <0.0001
Residuo 14 17,4417 1,2458

Total 27 47,0098

C.V. 4.06

Variavel dependente: Rendimento

FontedeVariagdo GL Somadequadrados Quadrado médio F P
Tratamento 13 4.027.907 309839,0000 12,4815 <0.0001
Residuo 14 347.533 24823,7857

Total 27 4.375.440

C.V. 2,25

Variavel dependente: UPP

FontedeVariagdo GL Somadequadrados Quadrado médio F P
Tratamento 13 256,5762 19,7366 3549 <0.0001
Residuo 14 7,7867 0,5562

Total 27 264,3629

C.V. 1,14
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Variavel dependente: PPP

FontedeVariagcdo GL Somadequadrados Quadrado medio F P
Tratamento 13 244,8831 18,8372 43,28  <0.0001
Residuo 14 6,0930 0,4352

Total 27 250,9764

C.V. 14,4

Variavel dependente: PPF

FontedeVariacdo GL Somadequadrados Quadrado médio F P
Tratamento 13 5,4783 0,4214 2,80 0.0332
Residuo 14 2,1067 0,1505

Total 27 7,5850

C.V. 13,3 480.3298

Variavel dependente: UPPF

FontedeVariacdo GL Somadequadrados Quadrado médio F P
Tratamento 13 1,6564 0,1274 3,94 0.0080
Residuo 14 0,4533 0,0324

Total 27 2,1098

C.V. 1,14

Variavel dependente: CE

Fonte de Variacao GL Somadequadrados  Quadrado médio F P
Amostra 13 351,4872 27 3,13 0,0011
Repeticéo 1 123,2051 123 14,26  0,0003
Provador 2 48,1026 24 2,78 0,0690
Residuo 67 579,0769 9

total 83 990,9872

C.V. 20,36

Variavel dependente: Cl

Fonte de Variacdo GL  Somadequadrados  Quadrado médio F P
Amostra 13 137,2051 10,5542 1,91  0,0439
Repeticéo 1 1,8461 1,8461 0,33 0,5648
Provador 2 104,3333 52,1667 9,46  0,0002
Residuo 67 369,4871 5,5147

total 83 612,8718

C.V. 16,00



Varidvel dependente: CG

Fonte de Variacao GL Somadequadrados Quadrado médio F P
Amostra 13 767,8462 59,0651 2,76 0,0034
Repeticdo 1 23,7051 23,7051 1,11  0,2964
Provador 2 279,9231 139,9616 6,54  0,0025
Residuo 67 1.433,8718 21,4011

total 83 2.505,3462

C.V. 15,89

Variavel dependente: Volume

FontedeVariacdo GL Somadequadrados Quadrado médio F P
Amostra 13 767,8462 59,0651 17,9551  0,0000
Repeticdo 1 23,7051 23,7051 7,2061  0,0187
Residuo 13 42,7649 3,2896

total 27 1.888,4978

C.V. 4.36

Variavel dependente: Volume especifico

FontedeVariacdo GL Somadequadrados Quadrado médio F P
Amostra 13 18.444 0.1317 4.69 0.0002
Repeticdo 1 0.0338 0.0169 0.60 0.5549
Residuo 13 0.7862 0.0281

total 27 26.644

C.V. 4.80




CORRELACOES PARAMETRICAS DE PEARSON

Variavel Variavel Observacbes Correlacao T Significancia
volume volume 29 1 Fok kKK XKk 0,0000
volume UPP 29 0,9441 14,8816 0,0000
volume PP 29 0,3499 1,9411 0,3140
volume Escore 29 0,6205 4,1113 0,0002
volume CG 29 0,6521 4,4688 0,0001
volume PF 29 0,4068 2,3138 0,0143

UPP  volume 29 0,9441 14,8816 0,0000
upPP UPP 29 1 KA K KA KKK 0,0000
UPP PP 29 0,2081 1,1056 0,1393
UPP Escore 29 0,6028 3,9251 0,0030
upPP CG 29 0,6884 4,9313 0,0000
upPP PF 29 0,2769 1,4973 0,0730
PPP volume 29 0,3499 1,9411 0,0314
PPP UPP 29 0,2081 1,1056 0,1393
PPP PP 29 1 Kok KXk kK kK 0,0000
PPP Escore 29 0,0856 0,4464 0,3294
PPP CG 29 0,1082 0,5656 0,2882
PPP PF 29 0,0591 0,3076 0,3804
Escore  volume 29 0,6205 4,1113 0,0002
Escore UPP 29 0,6028 3,9251 0,0030
Escore PP 29 0,0856 0,4464 0,3294
Escore  Escore 29 1 el 0,0000
Escore CG 29 0,5059 3,0478 0,0026
Escore PF 29 0,2699 1,4563 0,0784
CG volume 29 0,6521 4,4688 0,0010
CG UPP 29 0,6884 4,9313 0,0000
CG PP 29 0,1082 0,5656 0,2882
CG Escore 29 0,5059 3,0478 0,0260
CG CG 29 1 KKK KAk KK 0,0000
CG PF 29 0,2292 1,2234 0,1159
PF volume 29 0,4068 2,3138 0,0143
PF UPP 29 0,2769 1,4973 0,0730
PF PP 29 0,0591 0,3076 0,3804
PF Escore 29 0,2699 1,4563 0,0784
PF CG 29 0,2292 1,2234 0,1159
PF PE 29 1 *kkkhkkkkkkx O’OOOO
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