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RESUMO

O desenvolvimento da tecnologia de paes ¢ um fenémeno de grande impacto na industria de
alimentos. Ao longo dos anos varios aditivos foram incorporados a tecnologia de panificacao,
elevando a qualidade destes produtos e fazendo crescer a sua aceitagdo pela populacao em
geral. O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos sobre a qualidade do pao e sobre o
processo de envelhecimento, da adicdo de enzimas na massa. As enzimas usadas foram
xilanase produzida pelo fungo Thermoascus aurantiacus CBMAI 756 nas concentragdes de 20,
35 e 50U/100 g de farinha de trigo e/ou da ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase) produzida
pela bactéria Bacillus clausii E16 nas concentracbes de 15 e 30U/100 g de farinha de trigo,
parcialmente purificadas. O mecanismo de agdo dessas enzimas sobre 0s seus respectivos
substratos arabinoxilana e amido, respectivamente, também foram avaliadas. Os paes
adicionados de xilanase, CGTase e xilanase/CGTase foram produzidos em trés etapas
distintas. Para o estudo do envelhecimento os paes foram mantidos a temperatura de 4°C
durante 10 dias, e foram avaliados quanto a perda de agua, a textura e a retrogradagao da
amilopectina. Os produtos obtidos pela agao da xilanase e CGTase sobre as arabinoxilanas € o
amido, respectivamente, isolados da farinha de trigo, foram analisados por HPAEC-PAD e
HPLC. O fungo T. aurantiacus exibiu uma variagdo no perfil enzimatico de acordo com cada
substrato usado no seu cultivo. O substrato que resultou no melhor perfil enzimatico para o uso
em panificacdo foi o sabugo de milho, porque esse extrato enzimatico exibiu alta atividade
xilanolitica e baixa atividade amilolitica e proteolitica. A adicdo de xilanase, CGTase e
xilanase/CGTase aumentou o volume da massa e o volume especifico dos paes. Quanto ao
estudo do envelhecimento, as enzimas adicionadas separadamente ou em conjunto reduziram
a retrogradacao da amilopectina e a firmeza do miolo durante o armazenamento em relagao
aos paes livres de enzima. Com relagcao a andlise de firmeza do miolo houve um efeito
sinérgico das enzimas estudadas. O extrato enzimatico produzido pelo T. aurantiacus mostrou
haver xilanases que quebram as ligagbes glicosidicas B-1,4 da cadeia principal e também
xilanases desramificadoras que liberam arabinose e glicose dos pontos de ramificacdo. O
complexo xilanolitico mostrou ter afinidade pelas arabinoxilanas ndo extraida com agua (WU-
AX). Nas andlises de suscetibilidade do amido frente a acdo da CGTase observou-se
claramente a realizagédo de reag¢des de acoplamento, desproporcionagdo e/ou uma atividade
hidrolitica. A presenga principalmente de B-ciclodextrina confirma que a CGTase estudada
neste trabalho é uma B-CGTase. A presenca de ciclodextrina no pao mostrou a preservagao da
atividade de ciclizagcao da CGTase durante o processo de panificagao.

Palavras chave: Pao, xilanase, ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase), processo de envelhecimento.



ABSTRACT

The development of bread technology is a phenomenon of great impact on food industry. For
years, many additives were used on bread technology, increasing the bread quality and
improving the acceptance of general population. The aim of this work was to study the effects
on the bread quality and on the staling process, by adding enzymes to the dough. The enzymes
used were xylanase from the fungus Thermoascus aurantiacus CBMAI 756 in the
concentrations 20, 35 and 50U/100 g wheat flour and/or cyclodextryn glycosiltransferase
(CGTase) from the bacteria Bacillus clausii E16 in the concentration 15 and 30U/100 g wheat
flour, partially purified. The action mechanisms of these enzymes under the substrates
arabinoxylan and starch, respectively, were also evaluated. The breads added of xylanase,
CGTase and xylanase/CGTase were produced in three distinct stages. For bread staling study,
the breads were stored at 4°C for 10 days, and they were analyzed regarding to the moisture
content, texture and amylopectin retrogadation. The products obtained by the action of xylanase
and CGTase on arabinoxylans and starch, respectively, isolated from wheat flour, were
analyzed by using HPAEC-PAD and HPLC. The fungus T. aurantiacus exhibited a variation on
the enzymatic profile according to each substrate used on its cultivation. The substrate which
resulted in a better enzymatic profile for using on breadmaking was corncob, since this
enzymatic extract exhibited high xylanolytic activity and low amylolytic and proteolytic activities.
The addition of xylanase, CGTase and xylanase/CGTase increased the dough volume and the
specific volume of the breads. Regarding to the staling study, the enzymes added separated or
together reduced amylopectin retrogradation and firmness of the crumb during storage, when
compared with breads without addition of enzymes. There was a synergistic effect of the
enzymes regarding to the firmness of the crumb. The enzymatic extract produced by T.
aurantiacus contained xylanase that cleaves on -1,4 glycosil linkages of main chain and also
contained debranching xylanase which release arabinose and glucose from the branched
points. The xylanolytic complex showed affinity for water unextracted arabinoxylans (WU-AX).
From the starch susceptibility to CGTase action, was clearly observed coupling reactions,
disproportionation and/or hydrolytic action. The presence of B-cyclodextrin confirms that the
CGTase used in this study is a B-CGTase. The presence of cyclodextrin in the bread showed
the preservation of cyclization activity of CGTase during the breadmaking process.

Keywords: Bread, xylanase, cyclodextrin glycosiltransferase (CGTase), staling process.
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1.1 Introducao

As xilanases sao amplamente utilizadas como aditivo na industria de panificagdo. O
primeiro relato das xilanases na industria de panificacdo foi na década de 70. As xilanases que
sdo enzimas que hidrolisam os polissacarideos ndo amilaceos, causam um efeito positivo
sobre a massa e a qualidade do p&o, causando uma maior flexibilidade, estabilidade e
expansdo da massa, bem como uma melhora na estrutura do miolo (MARTINEZ-ANAYA;
JIMENEZ, 1997; COURTIN; DELCOUR, 2002; (COLLINS et al., 2006).

As arabinoxilanas sao pentosanas da parede celular dos cereais, constituidas de
moléculas de D-xiloses unidas por ligagdes glicosidicas B-1,4, que apresentam como grupo
substituinte moléculas de L-arabinose ligadas ao carbono C-2 e/ou C-3 da xilose por ligacao
glicosidica a-1,2 e/ou a-1,3 (KULKARNI; SHENDYE; RAO, 1999). O substituinte arabinose
pode estar esterificado com grupos fenolicos como o acido ferulico e o acido p-cumarico por
meio de uma ligacdo éster (MULLER-HARVEY et al., 1986).

O fungo termofilico Thermoascus aurantiacus ¢ um bom produtor de xilanase
termoestavel (DA-SILVA et al.,, 2005). A maioria dos estudos mostra a acdo de xilanases
mesofilicas sobre a melhoria da qualidade de paes (LAURIKAINEN et al., 1998;
PRABHASANKAR et al., 2004; SHAH; SHAH; MADAMWAR, 2006) e pouco se encontra com
relagao a xilanases termofilicas. A vantagem do uso de xilanase termoestavel consiste de sua
acao continuada mesmo apds a temperatura de gelatinizacdo do amido. Recentemente foi
estudado o uso de endoxilanase termofilica recombinante em diferentes concentragbes na
producado de paes (JIANG et al., 2005; COLLINS et al., 2006; JIANG; BAIL; WU, 2007). O
emprego de enzima nativa tem a vantagem de ndo receber a rejeicdo que produtos
recombinantes ainda despertam nos consumidores.

QOutra enzima estudada para melhorar a qualidade de paes é a ciclodextrina
glicosiltransferase (CGTase). Esta enzima é a Unica capaz de hidrolisar o amido em uma série
de dextrinas ciclicas nao-redutoras, via reagao de ciclizagcao, além da produgao de dextrinas de
baixo peso molecular (JEMLI et al., 2007).

As ciclodextrinas sdo capazes de formar complexos de encapsulacdo com substancias
volateis (aromas) que permite a redugdo da volatilidade do aroma dos paes, aumentando o
tempo de armazenamento e reduzindo as perdas, o que poderia afetar diretamente o processo
de envelhecimento de paes (SZEJTLI, 1997).

Em panificacdo estudos recentes foram realizados para investigar o efeito da CGTase
sobre o processo de envelhecimento de paes adicionados desta enzima. Como a CGTase age
sobre o amido varios pesquisadores como Lee et al., (2002); Gujral; Haros; Rosell, (2003)
atribuem o efeito antienvelhecimento desta enzima a hidrélise da amilose e da amilopectina em
fracbes menores, limitando a retrogradacao dessas moléculas durante o armazenamento.



A industria de panificagdo tem focado a atengdo no desenvolvimento de tecnologias
para producdo de paes com melhores caracteristicas tecnol6gicas como volume, maciez,
envelhecimento lento, maior valor nutricional e visando reduzir os custos de producdo. Ao
longo dos anos varios coadjuvantes foram incorporados a tecnologia de panificagao, levando a
um grau elevado na qualidade destes produtos e fazendo crescer a sua aceitacdo pela
populacdo em geral. Ao mesmo tempo, criou-se um segmento de consumidor disposto a pagar
mais por um produto de elevada qualidade.

Neste contexto, muito tem sido feito no sentido de minimizar os efeitos negativos do
processo de envelhecimento, visando diminuir as perdas causadas durante o armazenamento
dos paes, mas os efeitos da xilanase termoestavel e da CGTase na fabricacdo de pao é ainda
nao conclusivos, no que diz respeito ao melhoramento da qualidade da massa, ao processo de
envelhecimento durante o armazenamento, e a0 mecanismo de acao dessas enzimas.

Com certeza, a aplicagdo de enzimas na producéo de paes de qualidade, constitui hoje
o estado da arte neste segmento da industria de alimentos.

1.2. Revisao de literatura

1.2.1. Envelhecimento do pao

O pao é definido como um produto perecivel que resulta do cozimento de uma massa
obtida pela mistura de farinha de trigo, sal comestivel e agua potavel, fermentada por espécies
de microrganismos préprios para a fermentagcdo do pao. Outros ingredientes como gordura,
enzimas exégenas, melhoradores, emulsificantes, leite e outros produtos lacteos, além de
gliten também podem ser adicionados (HOSENEY, 1991).

O processo de envelhecimento do pao inicia-se logo apés o forneamento. A
deteriorizagcdo do produto é facilmente reconhecida pelos consumidores, e esta além da
proliferagdo de microrganismos indesejaveis. Outras alteragdes estdo relacionadas com o
envelhecimento do péao, incluindo aumento da umidade da crosta (perda da crocancia),
cristalinidade do amido e firmeza do miolo; perda das propriedades organolépticas, do aroma do
pdo e da capacidade de hidratagcdo do miolo (HOSENEY, 1984; GRAY; BEMILLER, 2003;
RIBOTTA; BAIL, 2007). O desenvolvimento da firmeza do miolo esta estritamente relacionado
ao processo de envelhecimento do pdo e no momento sua completa elucidagcdo nao foi
alcancada

Por muitos anos, a teoria de que a retrogradacdo da amilopectina dentro dos granulos
de amido resultava na maior firmeza do miolo foi aceita como fato (SCHOCH, FRENCH, 1947).
O termo retrogradacdo € usado para descrever as mudangas que ocorrem durante o
resfriamento e armazenamento do amido gelatinizado. A retrogradagéo resulta da formagéo de



agregados cristalinos ou reassociagdo das moléculas de amilose e amilopectina com a
liberacao de agua num fendmeno denominado de sinérese (THOMAS; ATWELL, 1999). No pao
a retrogradacéo da amilose ocorre nas primeiras horas apos o forneamento. A retrogradagao
da amilopectina ocorre a longo prazo e parece ser um dos principais fenébmenos responsavel
pela firmeza do miolo durante o armazenamento (RIBOTTA; BAIL, 2007). Outros fatores, além
do periodo de armazenamento, influenciam o comportamento de retrogradacdo da
amilopectina como: temperatura de armazenamento, estrutura desse polissacarideo e outros
componentes presentes (ELIASSON, 1986).

Zobel e Kulp (1996) propuseram um modelo para o envelhecimento do péo, que
enfatizava o papel do amido. Na massa, a amilopectina existe na sua forma cristalina dentro do
granulo. Durante o processo de panificacdo, mais especificamente durante a etapa de
forneamento, a cristalinidade da amilopectina é perdida pela gelatinizacdo do granulo de
amido. Com o intumescimento do granulo de amido, as moléculas de amilopectina tém uma
maior liberdade para expandir dentro do espaco intergranular. No pao fresco, as moléculas de
amilose e algumas de amilopectina estao lixiviadas para o exterior do granulo de amido e é
neste momento que algumas amiloses formam complexos de inclusdo com lipidios. Durante o
envelhecimento do pao a amilopectina se reorganiza dentro de uma estrutura mais cristalina e
esta reorganizacao (retrogradacao) confere rigidez ao granulo intumescido e ao material
intergranular (Figura 1.1) (ZOBEL; KULP, 1996).

No entanto, varios autores concordam que o envelhecimento do pao ndo é fungéao
apenas da retrogradagdo da amilopectina (MALEKI, HOSENEY, MATTERN (1980); HE,
HOSENEY (1990); MARTIN, ZELEZNAK, HOSENEY (1991); MARTIN, HOSENEY (1991).
Maleki, Hoseney, Mattern (1980) sugerem que o envelhecimento do péo esta relacionado com
a qualidade das proteinas da farinha. Martin, Zeleznak, Hoseney (1991) propuseram um
modelo de envelhecimento, onde a firmeza do miolo tem causas nas interagbes entre as
moléculas de amilose e amilopectina dos granulos de amido remanescentes da gelatinizagao
(fase descontinua) € o glaten (fase continua) devido a diminuicdo da capacidade de hidratagédo
do miolo (desidratagao). De acordo com esse modelo, granulos de amido menos intumescidos
teriam uma area exposta menor, portanto, menos ligagdes ou ligagdes mais fracas ocorreriam
com o gluten (fibrila de proteina). Esses pesquisadores sugerem que essas ligagbes entre o
amido e o gluten conferem a firmeza do miolo, e, portanto o envelhecimento do pao (Figura
1.2).
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Figura 1.1. Modelo proposto para o envelhecimento do miolo do pao, mostrando a estrutura molecular
da massa, pao fresco e pao envelhecido e pao reaquecido. (ZOBEL; KULP, 1996).
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Figura 1.2. Modelo proposto para o envelhecimento do miolo do pao, mostrando as ligagdes entre o
amido remanescente e o gluten (MARTIN, ZELEZNAK, HOSENEY, 1991).

E conhecido que a prevencdo da perda de 4gua do miolo para a crosta pode retardar o
envelhecimento, portanto, o papel da agua é importante no processo de envelhecimento do
pao. O amido e o gluten tém diferentes capacidades de reter a agua, e a migracao de agua tem
sido investigada, mas as teorias ainda sdo controversas. Um grupo de pesquisadores sugere
que a migracdo da agua ocorre do gluten para o amido (WILLHOFT (1971); LEUNG,
MAGNUSON, BRUINSMA (1983). Eles sugerem que o amido passe do estado amorfo para o



estado cristalino e que a agua seria necessaria para a cristalizacdo do amido. A agua é
incorporada dentro da estrutura cristalina, tornando moléculas imoveis. Outro grupo de
pesquisadores (Cluskey, Taylor, Senti (1959); Senti, Dimler (1969); Gray; Bemiller (2003)
sugerem que a migracdo da agua ocorre do amido para o gluten. Eles sugerem que a
capacidade de reter a agua reduz com o envelhecimento devido a retrogradacdo a
amilopectina, mas que no glaten ndo ha alteracao. Por essa razao eles concluiram que o amido
expele agua para o gluten.

O envelhecimento do pao tem sido estudado pela analise da retrogradacdo do amido
usando o Calorimetro Diferencial de Varredura (Differential Scanning Calorimeter - DSC) que
monitora a cristalizagdo ou reorganizagdo das moléculas de amilopectina durante o
armazenamento do pao. O DSC informa a variagdo da entalpia de retrogradacdo (AHr)
necessaria para fundir a amilopectina cristalizada ou reorganizada durante o armazenamento
sendo o valor da entalpia proporcional & retrogradacao (THOMAS; ATWELL, 1999).

Diversas pesquisas tém mostrado que as arabinoxilanas da farinha de trigo possuem
uma capacidade significativa para afetar as propriedades da massa e do pao e que sua
modificagdo pelas xilanases causa forte impacto na estrutura e funcionalidade das mesmas.
Dependendo da concentracdo de xilanases e suas especificidades para os substratos WU-AX
e WE-AX, essas enzimas exibem diferencas sobre a sua funcionalidade em panificacdo. E
relatado que diversas xilanases apresentam um efeito antienvelhecimento sobre o péo
convencional, detectado pelo Calorimero Diferencial de Varredura (DSC) (COURTIN;
DELCOUR, 2002; HAROS; ROSELL; BENEDITO, 2002; GRAY; BEMILLER, 2003).

Rouau; El-Hayek; Moreau (2001) sugeriram que o aumento dos niveis de arabinoxilanas
(WE-AX), foi a provavel causa para a melhora na qualidade dos paes apds a adicdo de um
preparado contendo endoxilanase. Esses autores sugeriram que a agdo hidrolitica das
xilanases quebrando as ligagcbes glicosidicas, com conseqiente liberacdo de agua e
diminuicdo das arabinoxilanas (WU-AX), poderia explicar o efeito positivo nos péaes frescos.

O mecanismo de acdo das endoxilanases na massa e no pao ainda nao esta de todo
esclarecido, provavelmente porque as arabinoxilanas da farinha variam entre os diferentes
tipos de trigo, assim como, a especificidade da enzima para diferentes substratos (COURTIN,
DELCOUR, 2001).

Existem varias hipbteses para explicar esse mecanismo: a) a degradacdo dos
carboidratos ndo amilaceos como as arabinoxilanas, aumentaria sua capacidade de reter a
agua evitando ou diminuindo a desidratagdo do pao. No entanto, a simples adi¢cdo de 4gua na
massa nao tem o mesmo efeito positivo exercido pelas xilanases; b) as arabinoxilanas (WU-
AX) teriam um efeito negativo sobre as propriedades de retencao de gas. A acido das xilanases
tornaria as arabinoxilanas insollveis em sollveis, melhorando a formacao da rede de gluten e

assim, melhorando a retencdo de gas pela massa; c) a parede celular retarda a acessibilidade



da agua ao endosperma, em particular as proteinas do gluten. A enzima desestabilizaria a
parede celular melhorando a acessibilidade da agua as proteinas que absorveriam agua, e
posteriormente interagiriam umas com as outras por meio de pontes de hidrogénio e pontes de
dissulfeto, formando uma rede (gluten) que aprisionaria o gas liberado durante a fermentagao
(SLUIMER, 2005).

QOutra enzima estudada para melhorar a qualidade de paes é a ciclodextrina
glicosiltransferase (CGTase). Esta enzima é a Unica capaz de hidrolisar o amido em uma série
de dextrinas ciclicas nao-redutoras, via reacao de ciclizagao, além da producéo de dextrinas de
baixo peso molecular e oligossacarideos (JEMLI et al., 2007).

Ha trabalhos que relatam a agao catalitica de varias CGTases comerciais ou nao sobre
o amido da farinha de trigo com a producéao de ciclodextrinas no miolo do pao, detectadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (High Performance Liquid Chromatography - HPLC),
confirmando que ha condicbes favoraveis no processo de panificacdo para a realizagdo da
reacao de ciclizagdo (LEE et al., 2002; GUJRAL et al., 2003; SHIM et al., 2007; JEMLI et al.,
2007).

A aplicacdo de CGTase comercial no pao de farinha de arroz reduziu em 53% a firmeza
do miolo do pao. Segundo Guijral et al. (2003) esse efeito antienvelhecimento é explicado em
funcdo do aumento da formacdo de maltooligossacarideos higroscopicos pela acdao da
CGTase.

Os agentes aromatizantes ou flavorizantes sao geralmente substancias volateis,
normalmente hidrofobicas e facilmente degradadas quando nao protegidas. Os complexos de
encapsulacao formados permitem a reducao da volatilidade do aroma dos paes, aumentando o
tempo de armazenamento e reduzindo as perdas, o que poderia afetar diretamente o processo
de envelhecimento de paes (SZEJTLI, 1997).

Recentemente, estudos foram realizados para investigar o efeito da CGTase sobre o
processo de envelhecimento de paes adicionados desta enzima. Segundo Jemli et al. (2007);
Shim et al. (2007), trabalhando com CGTases isoladas de Paenibacillus pabuli US132 e
Saccharomyces cerevisiae mutante, respectivamente, observaram que a CGTase apresentou
um efeito antienvelhecimento pela redugédo da firmeza dos paes durante o armazenamento.
Estes autores atribuem este efeito antienvelhecimento a uma hidrélise da amilose e
amilopectina em fragbes menores, limitando a retrogradagdo dessas moléculas durante o
armazenamento.

As ciclodextrinas liberadas pela acdo da CGTase podem formar complexos com lipidios
nativos do granulo de amido ou lipidios exdgenos, diminuindo assim a retrogradacdo da
amilose. Alternativamente, as dextrinas de baixo peso produzidas pela CGTase diminuem a
taxa de retrogradacdo do pao pelo impedimento da interagdo amido-glaten interferindo no
envelhecimento do pao (BOYLE; HEBEDA, 1990; MARTIN; HOSENEY, 1991).



Lee et al. (2002); Shim et al. (2007) também estudaram o envelhecimento de paes
adicionados de CGTases isoladas de Bacillus stearothermophilus ET1 e Saccharomyces
cerevisiae ambos mutantes, respectivamente. A variagcdo da entalpia de retrogradagao (AHr)
detectada pelo DSC dos paes adicionados de CGTase foi menor apds sete dias de
armazenamento a uma temperatura de 4°C.

Ha varios trabalhos sobre a aplicacdo de enzimas em paes, que avaliam o retardo do
envelhecimento. Esses pesquisadores observaram um efeito positivo na qualidade dos paes e
na reducdo da firmeza do miolo durante o armazenamento. No entanto, as causas desses
efeitos positivos ndo sdo conhecidas e na grande maioria dos trabalhos, nem s&o investigados.
Este trabalho propde avaliar os efeitos das enzimas xilanase e CGTase na produgao de paes e
investigar as possiveis causas para os resultados encontrados.

1.2.2. Componentes da farinha de trigo

O gréao de trigo é constituido de trés partes principais: o germe, o endosperma e as
camadas externas protetoras. O germe é o tecido responsavel pelo crescimento de uma nova
planta e representa 3% do peso do grao. O endosperma é usado como género alimenticio e
representa 85% do peso do grdo e as camadas protetoras denominadas de camada de
aleurona e farelo sdo responsaveis pela protecao do grao e representam 12% do peso do grao.
Em termos gerais a composicao quimica do grao de trigo é de 14% umidade, 12% de proteina,
60% de amido, 10% carboidratos ndao amilaceos, 2% lipidios, 2% minerais (GOESAERT et al.,
2005).

A classificagao do trigo é necessaria para fins de padronizacdo. A Portaria n® 91, de 25
de fevereiro de 2010, do Ministério da Agricultura, Abastecimento e Pecudaria (MAPA),
determina como requisitos de qualidade do trigo, a forca do gliten, a estabilidade, o peso
hectolitro, o nUmero de queda.

O trigo, de acordo com a forga do gluten ou a estabilidade sera classificado nas classes
determinadas na Tabela 1.1.

Tabela 1.1. Classificagao do trigo

Classes Valor minimo da_zorga do gluten Valor minimo de E§tabilidade
(10°7J) (Tempo em minutos)
Trigo Melhorador 300 15,0
Trigo Pao 220 10,0
Trigo para uso
gompéstico 180 7,0
Trigo Padrao 160 5,0
Trigo para outros usos Abaixo de 160 Abaixo de 5,0

Fonte: Ministério MAPA
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No Brasil, 75% do trigo sdo consumidos para a produgéo de farinha e o restante (25%)
para farelo. Da farinha produzida, 50% é destinada ao setor de panificacdo, 15% para massas
alimenticias, 15% para biscoitos, 10% para paes industrializados e 10% para produtos
domésticos (Federagao das Industrias do Estado do Parana — FIEP, 2006).

1.2.2.1. Amido

O amido é o composto mais abundante na farinha de trigo e o mais importante
polissacarideo de reserva de muitas plantas, incluindo os cereais. O grao do trigo contém 60%
de amido, que se apresenta na forma de granulos semi-cristalinos, localizados no endosperma
(GOESAERT et al., 2005).

E um homopolissacarideo neutro formado por duas fragdes: amilose e amilopectina. A
primeira € composta de unidades de glicose ligadas entre si por ligagdes glicosidicas a-1,4
formando assim unidades de maltose e, a segunda, por unidades de glicose unidas em a-1,4
com cadeias de glicose ligadas em a-1,6 de modo que, além de unidades de maltose, tem-se
em menor proporgcao isomaltose nos pontos de ramificagdo. Enquanto a amilose é uma
molécula essencialmente linear, apresentando um pequeno numero de ramificagbes (FRENCH,
1973; HIZUKURI; TAKEDA; YASUDA, 1981; BULEON et al., 1998), a amilopectina é uma
molécula altamente ramificada, apresentando 5 a 6% de ligacbes a-1,6 nos pontos de
ramificagdo (FRENCH, 1984; LINEBACK, 1984) (Figura 1.3).

Ha0OH

HyOH
Amilose a-1,4
H 1
HO 0;'
CH,OH
N
CH_OH
HO, ] L)
HO,
\ CHOH 0
0
]
HO, 2 .0

o / cH 00
Amilopectina o-1,4 e o-1,6 HO o/
HO, g

Figura 1.3. Estrutura da molécula de amilose e da amilopectina (Adaptado de WONG, 1989).

Os granulos de amido sao estruturas semicristalinas formadas pelo arranjo na direcao
radial das macromoléculas lineares (amilose) e ramificadas (amilopectina). Essas moléculas
formam pontes de hidrogénio, pois estdo associadas paralelamente, o que resulta no
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aparecimento de regides cristalinas ou micelares. Assim, os granulos sado birrefringentes
mostrando uma cruz de polarizacdo (Cruz de Malta) se observados sob luz polarizada
(FRANCO et al., 2001).
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Figura 1.4. Esquema representando a agdo das enzimas amiloliticas e pululiticas (desramificadoras). Os
circulos representam os monémeros de glicose, os preenchidos indicam os monémeros com
carbono anomeérico livre (redutores) (Adaptado de BERTOLDO; ANTRANIKIAN, 2002).

A localizagdo das enzimas no grao de trigo ndo é uniforme. Muitas enzimas sao
encontradas nas camadas externas (farelo), e no germe. Isto significa que durante a moagem
do grao as enzimas sao distribuidas desigualmente. O endosperma geralmente tem uma menor
atividade enzimatica (POUTANEN, 1997).

A degradacao total do granulo de amido ocorre por uma agdo combinada de vérias
enzimas amiloliticas que clivam as ligagdes glicosidicas a-1,4 e a-1,6 da molécula de amilose e
da amilopectina (Figura 1.4). Na farinha de trigo existem duas enzimas naturais que séo a a-
amilase e a B-amilase. Normalmente, ha uma variagdo da quantidade de a-amilase presente no
trigo e na farinha em funcdo das condicées do plantio, enquanto que a quantidade de -
amilase, praticamente nao se altera (POUTANEN, 1997).

Em panificacdo o amido comecga a exercer seu papel nas temperaturas entre 54°C e
63°C. Nessa faixa de temperatura os granulos de amido gelatinizam e como resultado,

o O

granulo perde sua cristalinidade, tornando-se amorfo. Nesta fase a estrutura do granulo
rompida e as moléculas, principalmente a amilose, € lixiviada para fora do granulo, entretanto,

no miolo do péao os granulos de amido remanescentes ainda estao presentes, e a estrutura em
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rede da gelatinizacdo das moléculas de amido tem um papel vital na sua formagao (SLUIMER,
2005).

O amido também exerce um papel dominante no processo de envelhecimento do pao.
Durante o resfriamento do pao, ap6s o forneamento, as moléculas de amido comegam a se
agregar formando regides mais cristalinas que resultam na firmeza inicial do pao. A firmeza do
miolo durante o armazenamento é atribuida a agregacao das moléculas de amilopectina e em

menor grau das moléculas de amilose (SLUIMER, 2005).

1.2.2.2. Proteinas

As proteinas também sdo moléculas importantes na farinha de trigo, Osborne (1924)
citado por Goesaert et al. (2005) introduziu uma classificagdo das proteinas de plantas
baseada na solubilidade usando os seguintes solventes para extragdo: (1) agua, (2) solugao
salina diluida, (3) solugdo agua-alcool e (4) solugdo acida ou basica diluida. Usando este
esquema de classificacdo, Osborne classificou as proteinas do trigo em albuminas, globulinas,
gliadinas e gluteninas, respectivamente.

Do ponto de vista funcional as proteinas do trigo classificam-se em dois grupos: as
proteinas do gluten (gliadina e glutenina) que apresentam um papel fundamental em
panificacdo e as proteinas “nao glaten” ou “proteinas sollveis” que sao aquelas que nao fazem
parte da formacao da rede de gliten durante a mistura da farinha de trigo com agua. As
proteinas “ndo gluten” representam cerca de 20% das proteinas totais e estdo localizadas
principalmente nas camadas externas do gréo, com baixa concentracdo no endosperma e tem
como fungao serem proteinas estruturais (constituinte de membranas). As proteinas do gluten,
gliadina e glutenina, sdo usualmente encontradas na mesma proporcdo no endosperma dos
graos maduros onde elas formam uma matriz continua ao redor do granulo de amido
(GOESAERT et al., 2005).

As gliadinas e gluteninas sdo denominadas proteinas do gluten por formarem uma rede
capaz de reter o gas carbbnico responsavel pelo crescimento da massa e do pao. O
desenvolvimento do gliten comega com o processo de mistura, onde as proteinas sao
umidecidas e tornam-se inchadas (absorvem agua). Posteriormente, com a continua mistura,
essas moléculas interagem umas com as outras através de pontes de hidrogénio (grupos OH)
e pontes dissulfeto (grupos SH) intra e intermolecular formando a rede de gluten. A presenca
de grupos tiol (SH) na estrutura protéica é de extrema importancia para o desenvolvimento do
gluten (SLUIMER, 2005) (Figura 1.5).
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Figura 1.5. Representagao esquematica das gliadinas e gluteninas na rede gliten (SLUIMER, 2005).

1.2.2.3. Carboidratos nao amilaceos

Os carboidratos nao amilaceos do grao de trigo sdo representados pela celulose, lignina
e hemicelulose, principalmente as arabinoxilanas. Estudos sobre a histologia do grao de trigo
realizados por Pomeranz (1988) mostraram que a concentracdo das arabinoxilanas nao é
uniforme e que a maior concentracdo ocorre na parede celular das camadas externas do grao
(farelo) e uma menor quantidade no endosperma.

A concentracdo de arabinoxilanas (AX) na farinha de trigo varia entre 1,5-2,5%, sendo
que 0,4-0,8% sdo de arabinoxilanas extraida com agua (WE-AX) e 1,1-1,9% sao de
arabinoxilanas nao extraidas com agua (WU-AX) (COURTIN; DELCOUR, 2002). Embora as
arabinoxilanas sejam consideradas constituintes menores da farinha de trigo, sédo importantes
para a funcionalidade dos cereais nos processos biotecnol6gicos. As arabinoxilanas (WE-AX)
apresentam um impacto significativo sobre as propriedades do pao, como volume, textura do
miolo e taxa de envelhecimento (HOSENEY, 1984).

As xilanases sdo comumente usadas para melhorar o manuseio e/ou a qualidade dos
produtos a base de cereais pela degradagdo e/ou a modificagdo das arabinoxilanas nativas
(SORENSEN et al., 2004).

O impacto das endoxilanases sobre a funcionalidade das arabinoxilanas em panificacao
depende fortemente da sua especificidade pelos substratos WE-AX e/ou WU-AX (COURTIN;
GELDERS; DELCOUR, 2001).

Do ponto de vista da funcionalidade mencionada acima pelos substratos, pode-se
entender facilmente que o uso otimizado de endoxilanases que preferencialmente atacam o
substrato WU-AX, causa um impacto positivo sobre as propriedades da massa e volume do
pao como apresentado na Figura 1.6. Isto se deve pela redugdo das WU-AX e
consequentemente o aumento das WE-AX (COURTIN; ROELANTS; DELCOUR, 1999;
COURTIN; GELDERS; DELCOUR, 2001).
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Apesar dos trabalhos mostrarem que as endoxilanases causam uma significativa
melhora nas caracteristicas da massa e do pao, o modo de acdo exato dessas enzimas ainda
estd em debate e hé varios pontos a serem esclarecidos.
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Figura 1.6. Representacdo esquematica da degradagao enzimatica da arabinoxilana (AX) e o efeito das
diferentes fragdes de AX sobre o volume do pao (COURTIN; ROELANTS; DELCOUR,1999).

1.2.3. Xilana

As hemiceluloses as quais incluem as arabinoxilana, xiloglucana, B-glucana e celulose
sdo os principais polissacarideos da parede celular do trigo e de outros cereais (REVANAPPA;
SALIMATH, 2010).

Schulze (1891), citado por Bastawde (1992) introduziu o nome hemicelulose para os
materiais vegetais isolados ou extraidos com solugdes alcalinas. A classificacdo das fragoes da
hemicelulose depende do tipo de agulcar presente na molécula. Os principais monémeros
presentes na hemicelulose sao a D-xilose, D-manose, D-galactose e L-arabinose.

As principais fontes de hemicelulose sdo as culturas de cana-de-agucar, sorgo, as
culturas ricas em amido como os cereais (milho, trigo), os tubérculos (batata doce e mandioca)
e os residuos florestais (madeira) (MAGEE; KOSARIC, 1985).

A hemicelulose juntamente com a celulose e a lignina constitue os principais
componentes poliméricos da parede celular das plantas, interagindo entre si via ligagoes
covalentes e ndo-covalentes (KULKARNI; SHENDYE; RAO, 1999; BEG et al., 2001).

A xilana é o principal heteropolissacarideo com fungao estrutural da parede celular da
célula vegetal, e 0 segundo polissacarideo mais abundante na natureza, totalizando 1/3 de
toda a fonte de carbono renovavel da Terra (PRADE, 1995).
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A estrutura da xilana é complexa e altamente ramificada. O grau de substituicdo e a
natureza dos substituintes da cadeia lateral dependem da fonte e da espécie a partir da qual a
xilana foi isolada. A cadeia principal é formada por unidades de D-xilopiranosil unidas por
ligagdes glicosidicas B-1,4, podendo ser substituida em varios graus por glicuronopiranosil, 4-
O-metil-D-acido glicurénico, a-L-arabinofuranosil (arabinoxilanas), acetil, acido ferulico e/ou p-
cumario como grupo lateral (KULKARNI; SHENDYE; RAO, 1999; LI et al., 2000).

Segundo Timell (1964), na madeira dura a xilana existe como O-acetil-4-O-
metilglicuronoxilana (Figura 1.7). Este polissacarideo apresenta no minimo 70 residuos de B-
xilopiranose unidas por ligagbes glicosidicas B-1,4. De acordo com Bouveng (1961), a
acetilagdo dessas xilanas ocorre mais freqientemente na posicdo C-3 do que na C-2 da
molécula de xilose, mas a acetilagdo em ambas as posi¢des ja foram relatadas. A presenca
dos grupos acetil é responsavel pela solubilidade parcial da xilana em agua.
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Figura 1.7. Composicdo da O-acetil-4-O-metilglicuronoxilana (xilana de madeira dura) (SUNNA;
ANTRANIKIAN, 1997).

Xilanas de madeira macia nao sao acetiladas e, portanto, sdo compostas por arabino-4-
O-metilglicuronoxilana. Os residuos de acidos 4-O-metilglicurdnico estao localizados na
posicdo C-2 nos residuos de xilose, enquanto, os residuos de a-L-arabinofuranose estao
unidos por meio de ligagdes glicosidicas a-1,3 na posicao C-3 da molécula de xilose (Figura
1.8). As xilanas de madeira por apresentarem como grupo lateral o &cido glicurénico séao
conhecidas como glicuronoxilanas (PULS; SCHUSEIL, 1993).

Segundo Kulkarni; Shendye; Rao (1999) o grau de polimerizacdo e a quantidade de
ramificacbes também variam. Xilanas de madeiras duras apresentam um maior grau de
polimerizagédo (150-200 residuos de B-xilopiranose) e sdo mais ramificadas do que as xilanas
de madeiras macias (70-130 residuos de B-xilopiranose).

Nos cereais as xilanas sdo tipicamente conhecidas como arabinoxilanas
(arabinose/xilose - AX) que sao xilanas que apresentam como grupo substituinte moléculas de
L-arabinose ligadas ao carbono C-2 e/ou C-3 da xilose através de uma ligagao glicosidica a-1,2
e/ou a-1,3 (Figura 1.9). Arabinoxilanas de cereais, também conhecidas como pentosanas, sao

mais sollveis em agua e em solucdo alcalina do que as xilanas de materiais lignocelulésicos
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devido a sua estrutura ramificada (KULKARNI; SHENDYE; RAQO, 1999). Em xilanas de cereais,
o substituinte arabinose pode ser esterificado com grupos fendlicos como o acido ferdlico € o
4cido p-cumarico (MULLER-HARVEY et al.,1986).
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Figura 1.8. Composigao da arabino-4- O-metilglicuronoxilana. (madeira macia) (SUNNA; ANTRANIKIAN,

1997).
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Figura 1.9. Elementos estruturais da arabinoxilana. (A): residuo de D-xilopiranose; (B) e (D): residuo de
D-xilopiranose substituido com residuos de L-arabinose ligadas no C-2 e C-2 e C-3,
respectivamente; (C): residuo de arabinoxilana com substituinte L-arabinose esterificado
com acido ferulico por meio de ligagao éster (COURTIN; DELCOUR, 2002).

Barry; Dillon (1940); Nunn; Parolis; Russel (1973); Eda; Ohnishi; Kato (1976), citados
por Collins; Gerday; Feller (2005) em um artigo de revis&o, afirmam que a xilana de cadeia
linear, ou seja, sem grupos substituintes sdo encontradas em tabaco e em certas algas
marinhas, onde os residuos de xilopiranose sao unidos por ligagdes p-1,3 e p-1,4

As arabinoxilanas presentes nos cereais estao localizadas na parede celular do farelo e
do endosperma e na matriz que mantém as células unidas no grao. Segundo Courtin; Delcour
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(2002) elas podem ser divididas em arabinoxilanas extraidas ou solUveis em &agua (water-
extractable arabinoxylan - WE-AX) e arabinoxilanas ndo extraidas ou insolliveis em agua
(water-unextractable arabinoxylan - WU-AX).

A formagao de pontes de hidrogénio entre as arabinoxilanas e a agua, é influenciada
pela presenca de arabinose nas cadeias ramificadas. A arabinose unida por ligagoes
glicosidicas nas posigoes C-2 e/ou C-3 do mondmero de xilose, tornam as arabinoxilanas mais
hidrossoluveis. O grau de ramificacdo das arabinoxilanas pode influenciar a atuagdo das
enzimas devido a um impedimento estérico (ROUBROEKS et al., 2001).

Os aclcares que compdem as arabinoxilanas extraidas com em agua (WE-AX) sdo
xilose e arabinose, enquanto, as arabinoxilanas ndo extraidas com agua (WU-AX) sao
compostas pela xilose, arabinose e glicose. Ha diferencas entre essas duas moléculas no que
se refere ao grau de ramificacdo, de polimerizacdo € ao peso molecular, sendo que nas
arabinoxilanas insollveis (WU-AX) essas caracteristicas sdo sempre superiores (ELIASSON;
LARSSON, 2007).

Segundo Courtin; Delcour (2002) cerca de 30% das arabinoxilanas encontradas na
parede celular do endosperma da farinha de trigo sdo extraidas com agua (WE-AX), devido a
estas moléculas estarem superficialmente ligadas na parede celular. Ao contrario, as
arabinoxilanas nao extraidas com agua (WU-AX), ndo sdo isoladas facilmente da parede
celular devido as interagdes covalentes e ndo-covalentes com outras moléculas de xilanas ou
interagdes com outros constituintes como proteinas, lignina ou celulose (LIYAMA; LAM;
STONE, 1994).

Quando as arabinoxilanas nao extraidas com agua (WU-AX) sao tratadas com solucao
alcalina, as ligagdes que estabilizam as moléculas de arabinoxilanas sao rompidas. A maior
parte das arabinoxilanas WU-AX fica livre na matriz da parede celular e assim pode ser isolada
pela agua. Essas arabinoxilanas sdo conhecidas como arabinoxilanas sollUveis em solu¢des
alcalinas (alkali-solubilised arabinoxylan — AS-AX) (GRUPPEN; HAMER; VORAGEN, 1992).

Outra maneira de isolar as arabinoxilanas nao extraidas com agua (WU-AX) é hidrolisa-
las em moléculas menores pelo uso de enzimas xilanoliticas que degradam as ligacoes
glicosidicas da cadeia principal. A hidrélise enzimatica libera os carbonos C-1 e C-4
(hidrogenando-os) envolvidos nas ligagdes glicosidicas, tornando as arabinoxilanas solUveis
em agua. Essas arabinoxilanas s&o conhecidas como arabinoxilanas solubilizadas
enzimaticamente (enzyme-solubilised arabinoxylan — ES-AX) (COURTIN; DELCOUR, 2001).

1.2.3.1. Enzimas xilanoliticas

Xilanases (EC 3.2.1.8) sdo enzimas hidroliticas que quebram as ligagdes glicosidicas da
cadeia principal e das cadeias laterais do polissacarideo xilana presente na parede celular das
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células vegetais. Existem varias dessas enzimas, as quais exibem diversas particularidades,
como: mecanismo de acdo, especificidade por substratos, atividades hidroliticas (producao,
velocidade de reagcdo e produtos formados) e caracteristicas fisico-quimicas (COLLINS;
GERDAY; FELLER, 2005).

A maioria das enzimas xilanoliticas é sintetizada por bactérias e fungos, mas também
podem ser encontradas em plantas, algas marinhas, protozoarios, gastropodes e artrépodes
(DEKKER; RICHARDS 1976; PRADE, 1995).

O primeiro relato dessas enzimas foi em 1955, quando elas foram originalmente
denominadas de pentosanases e foram reconhecidas pela Unido Internacional de Bioquimica e
Biologia Molecular (International Union of Biochemistry and Molecular Biology — IUBMB). Em
1961 as xilanases foram reconhecidas pelo Comité de Enzima e identificadas pelo niumero de
classificacao (EC) (COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005).

Wong; Tan; Saddler (1988) classificaram as xilanases microbianas em dois grupos,
baseando-se em suas propriedades fisico-quimicas, como massa molecular e ponto isoelétrico,
mais do que em suas diferencas nas propriedades cataliticas. O primeiro grupo consiste de
enzimas com massa molecular maior que 40 kDa e baixos valores de ponto isoelétrico
(predominancia de aminoacidos acidos), enquanto que o segundo grupo é formado por
enzimas com massa molecular menor que 40 kDa e altos valores de ponto isoelétrico
(predominéncia de aminoacidos basicos), mas excegdes existem.

De acordo com Subramaniyan; Prema (2002) a heterogeneidade e a complexidade da
xilana, requer um amplo complexo de enzimas atuando cooperativamente para hidrolisar este
heteropolissacarideo (Figura 1.10).

Dekker; Richards (1976); Wong; Tan; Saddler (1988) observaram que as f-1,4-D-
endoxilanases (EC 3.2.1.8) quebram internamente as ligagbes glicosidicas B-1,4 da cadeia
principal da xilana, resultando em produtos com menor grau de polimerizacdo como os
xilooligossacarideos, os quais podem ser hidrolisados a moléculas menores como xilotriose,
xilobiose e xilose. Deste modo, a agdo desta enzima afeta drasticamente a massa molecular e
a solubilidade das arabinoxilanas e consequentemente sua funcionalidade. Para Sunna;
Antranikian (1997), o ataque da enzima nao é aleatério e a hidrélise das ligagdes glicosidicas
depende da natureza do substrato como comprimento da cadeia e grau de ramificagéo.
Segundo Dekker; Richards (1976), algumas p-1,4-D-endoxilanases podem liberar como
produto a arabinose e serem chamadas de enzimas desramificadoras.

O fungo termofilico Thermoascus aurantiacus produz quantidades significativas de
endoxilanases termoestaveis quando cultivado sobre fermentacao sélida usando farelo de trigo
como fonte de carbono. Duas endoxilanases foram purificadas e caracterizadas a partir deste
fungo (KALOGERIS et al., 1998).
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Figura 1.10. (A): Enzimas xilanoliticas envolvidas na degradacdo da xilana. (B): Hidrolise de
xilooligossacarideo pela B-xilosidase (COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005).

As B-1,4-D-xilosidases (EC 3.2.1.37) sdo exoenzimas que hidrolisam preferencialmente
xilooligossacarideos e xilobiose a partir da extremidade nao redutora da molécula para
liberacao de xilose como produto final (WONG; TAN; SADDLER, 1988).

Estudos tém mostrado que a incubagao da B-xilosidase de Aspergillus awamori ndo é
capaz de liberar quantidades significativas de xilose a partir da xilana, mas quando incubada
com xilobiose, xilotriose e xilotetrose € acompanhado pela formacao de xilose como produto
principal (KORMELINK et al., 1992).

Apesar da importancia do papel das arabinosidases ou arabinofuranosidase na hidrélise
da xilana, apenas poucas enzimas tém sido isoladas e caracterizadas. Existem dois tipos de
arabinosidases, as exoenzimas o-L-arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55), a qual é ativa sobre os
grupos L-arabinofuranosil nos pontos de ramificagao da xilana que sao unidas aos residuos de
xilose por ligacdes a-1,2 e/ou o-1,3. O segundo grupo sdo as endoenzimas 1,5-o-L-
arabinofuranosidase (EC 3.2.1.99), que hidrolisam os residuos de L-arabinofuranosil unidos
entre si por ligagdes a-1,5. Esta estrutura incomum da arabinoxilana é encontrada em
sementes de agrido (VAN DER VEEN et al., 1992).

QOutra enzima do sistema xilanolitico é a a-D-glicuronidase (EC 3.2.1.-) que hidrolisa as
ligagcdes glicosidicas «-1,2 entre o acido glicurbnico e os residuos de xilose das
glicuronoxilanas. Apesar do papel importante das a-glicuronidases na biodegradagao da xilana,
poucas enzimas tém sido relatadas até agora (SUNNA; ANTRANIKIAN, 1997).
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A especificidade da a-glicuronidase ao substrato varia de acordo com a fonte
enzimatica, por exemplo, enzimas isoladas de Agaricus bisporus e Streptomyces
olivochromogenes requerem o substrato glicuronoxilana de baixo peso molecular. Estas
enzimas liberam &cido 4-O-metilglicurénico a partir do substituinte 4-O-metilglicuronose de
xilooligossacarideos, mas ndo a partir da xilana. Entretanto, a presenca de grupos acetil
préximos aos grupos substituintes retarda a acédo da a-glicuronidase produzida pelo Agaricus
bisporus (PULS; SCHMIDT; GRAZOW, 1987; JOHNSON et al, 1989).

Acetilxilana esterase (EC 3.1.1.6) remove os substituintes O-acetil da posicao C-2 e C-3
dos residuos de xilose nas xilanas acetiladas (acetilxilanas) (SUNNA; ANTRANIKIAN, 1997).

Biely; Puls; Schneider (1985) foram os primeiros a relatarem a presencga da acetilxilana
esterase em microrganismos. Segundo Tenkanen; Poutanen (1992), a principal razdo para a
descoberta tardia desta enzima foi a falta de substrato adequado, ja que as xilanas altamente
acetiladas no seu estado natural perdiam os grupos acetil devido ao isolamento da xilana com
solugbes alcalinas. A atividade da acetilxilana esterase foi relatada como sendo parte do
sistema xilanolitico de Trichoderma reesei e Schizophyllum commune (BIELY; PULS;
SCHNEIDER, 1985).

Os primeiros pesquisadores a relatarem as enzimas desramificadoras acido ferulico
esterase (EC 3.1.1.-) e acido p-cumarico esterase (EC 3.1.1.-) foram Mackenzie e Bilous,
(1988). A enzima &cido ferulico esterase hidrolisa as ligagbes ésteres entre os substituintes
arabinose e acido ferulico na xilana. Similarmente a enzima acido p-cumarico esterase hidrolisa
as ligagbes ésteres entre a arabinose e o &cido p-cumarico na mesma molécula (MULLER-
HARVEY et al., 1986; MACKENZIE; BILOUS, 1988).

As xilanases originadas de fungos sdo classificadas em dois grupos: as xilanases
desramificadoras que liberam arabinoses localizadas nas cadeias laterais das arabinoxilanas
(Figura 1.10) e as xilanases nao desramificadoras, as quais nao liberam arabinose durante a
catélise enzimatica. (REILY, 1981). Muitas xilanases originadas de fungos como Neurospora
crassa, Aspergillus niger e Streptomyces roseiscleorticus liberam arabinose do polissacarideo
arabinoxilana durante a catalise enzimatica (TAKENISHI; TSUJISAKA, 1973; MISHRA;
KESKAR; RAOQO, 1984). Entretanto, xilanases originadas de Trichoderma harzianum e outros
fungos do grupo A. niger nao liberam arabinose livre a partir das arabinoxilanas (WONG et al.,
1986). Geralmente, arabinoxilanas altamente ramificadas interferem na atividade da xilanase,
mas essas enzimas apresentam uma maior afinidade pelas ligagdes da cadeia principal, perto
dos pontos de ramificagdo. A especificidade das xilanases pelos substratos pode ser devido as
diferengas entre os residuos de aminodcidos envolvidos no sitio catalitico (DEKKER;
RICHARDS, 1976).

O mecanismo enzimatico proposto para a hidrélise das arabinoxilanas pela xilanase

ocorre pelo processo catalitico 4cido-base. O glutamato Glu'"? é o catalisador 4cido-base e o
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Glu™ é o nucledfilo. A ligagéo glicosidica é quebrada pelo ataque nucledfilo do Glu” do sitio
ativo da enzima. O carbono 4 (C-4) permanece com o0 oxigénio que estava envolvido na ligacao
glicosidica e é estabilizado pela transferéncia de um préton do Glu 172, enquanto o carbono 1
(C-1) forma um intermediario com o Glu’®. Na etapa seguinte da catalise o nucledfilo Glu™ é
deslocado pela agua (hidrélise) com a formacao de uma hidroxila no carbono glicosil (C-1) e o
outro hidrogénio da molécula de agua é transferido para o Glu 172. Todas as xilanases
mantém a configuracdo anomérica do oxigénio glicosidico (C-1), isto indica que estas enzimas
usam um mecanismo de duplo deslocamento (MIAO et al., 1994; DAVIES, HENRISSAT, 1995)
(Figura 1.11).
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Figura 1.11. Mecanismo de reagao das xilanases. A: estrutura em hélice da xilana é posicionada no sitio
ativo da enzima entre o Glu'’? (catalisador 4cido-base) e o Glu’® (nucledfilo); B: A glicona
(xilobiose) ¢ ligada no Glu’®. Este intermediario permanece no sitio ativo da enzima durante
a reagao de transglicosilagao; C: A agua desloca o nucleofilico; D: Dissociagao e da aglicona
(xilobiose) do sitio ativo permitindo um movimento enzimatico para uma nova posigao do
substrato. (JEFFRIES, T. W, 1996).

1.2.3.2. Producao de xilanases termofilicas
Na industria de alimentos, ha varios anos, as enzimas de microrganismos sdo usadas

em processos como: panificacao, producao de alcool, producao de queijo, clarificagdo de sucos
e cervejas entre outros. O avango das pesquisas sobre as caracteristicas fisico-quimicas e de
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purificagcdo das enzimas, tem possibilitado o surgimento de novas aplicagbes enzimaticas na
industria (DEMIRIJAN et al., 2001).

Em panificagdo a maioria dos estudos mostra a aplicacao de xilanases mesofilicas
sobre a melhoria da qualidade de paes e pouco se encontra com relagdo a xilanases
termofilicas (KATINA et al., 2006; CABALLERO; GOMEZ; ROSELL, 2007). Uma vantagem do
uso de xilanase termoestavel adviria de sua acdo continuada mesmo a temperaturas
superiores a temperatura de gelatinizacao do amido.

QOutra vantagem importante do uso de enzimas termofilicas nos processos industriais
que requerem altas temperaturas é a diminuicdo dos riscos de contaminacdo microbioldgica,
comum quando se utiliza microrganismo mesofilico no processo (BECKER, 1997).

Segundo Kumar; Nussinov, (2001) os microrganismos termofilicos sintetizam proteinas
e enzimas que sao resistentes a desnaturacao por altas temperaturas e a protedlise, devido a
presenca de um nimero maior de forcas estabilizadoras como as interagdes eletrostaticas,
pontes dissulfeto, pontes de hidrogénio e interagdes hidrofébicas.

Para Everly; Alberto, (2000) a resisténcia a altas temperaturas e a protedlise é devido
aos acidos graxos saturados que compdem a membrana celular desses microrganismos. Essas
moléculas podem se agrupar de forma uniforme em arranjos quase cristalinos, e por esse
motivo apresentam ponto de fusdo maior que dos acidos graxos insaturados, fornecendo
assim, um ambiente seguro para a célula que permanece integra para viver a altas
temperaturas.

Um melhor entendimento da capacidade que as proteinas € enzimas de microrganismos
termofilicos tém de resistir a altas temperaturas faz-se necessario, € isso pode ser possivel
com o uso de novas metodologias que indiquem claramente as diferencas na estrutura dessas
moléculas nos organismos termofilicos e mesofilicos.

Fungos filamentosos como o Thermoascus aurantiacus sao particularmente
interessantes para a produgao de xilanases do ponto de vista da industria, devido ao fato deles
excretarem as enzimas que degradam a xilana para o meio extracelular, eliminando assim a
necessidade da ruptura celular para obtencdo das enzimas. Além do mais, a producao de
xilanases a partir de culturas de fungos é maior do que a partir de culturas de bactérias. Os
fungos sintetizam uma variedade de xilanases que sdo necessdrias para uma completa
degradacéo da xilana (HALTRICH et al., 1997).

Kohilu et al. (2001), relataram que membros da familia Bacillus sp., Streptomyces sp.,
Thermoascus aurantiacus e Fusarium proliferatum sintetizam xilanases que catalisam reacées
a temperatura 6tima entre 50 °C e 80 °C.

Em geral, o conhecimento dos parametros como temperatura, pH, estabilidade
enzimatica e cinética, entre outros, sdo importantes para a aplicabilidade industrial satisfatéria
de qualquer enzima.
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1.2.3.3. Aplicacao industrial das xilanases

As enzimas que degradam a xilana tém atraido muita atengcao nos ultimos anos devido
a sua importante aplicagdo pratica em varios processos industriais, incluindo a modificacao de
géneros alimenticios a base de cereais, melhoramento da digestibilidade das racées oferecidas
a animais, clareamento de bebidas como cervejas e sucos, branqueamento da polpa do papel,
reciclagem de residuos agricolas e florestais e produgdo de biocombustivel entre outros
(SORENSEN et al., 2004).

As hemicelulases sdo enzimas endégenas dos cereais principalmente do trigo. E um
grupo de enzimas relativamente novo no que se refere a sua aplicagdo na industria de
panificagdo (SLUIMER, 2005). O uso de xilanases selecionadas no processo de panificagcao
provoca mudangas na reologia da massa como: tempo de desenvolvimento, consisténcia,
extensibilidade e resisténcia a quebra. Essas mudangas podem ser vistas no produto final, o
pédo, principalmente como o melhor desenvolvimento do volume e estrutura do miolo
(POUTANEN, 1997; COURTIN, GELDERS, DELCOUR, 2001).

As xilanases também podem influenciar as propriedades nutricionais dos alimentos a
base de cereais, pela modificacdo da populagdo dos carboidratos ndao amilaceos. Segundo
Haskell et al. (1992); Glore et al. (1994) as arabinoxilanas solUveis em agua sdo associadas a
efeitos benéficos a salde como: diminuicdo dos niveis de colesterol associado a reducao dos
riscos de doencas do coracéao e diabetes tipo Il.

As arabinoxilanas presentes nas dietas de aves domésticas a base de cereais como
aveia, arroz e trigo sdo conhecidas por contribuir para o seu efeito antinutritivo, o qual esta
relacionado a propriedade das arabinoxilanas em aumentar a viscosidade das ragoes,
dificultando a absorcao intestinal dos nutrientes. As xilanases adicionadas ao processo de
fabricagdo das ragbes degradam as arabinoxilanas da parede celular dos cereais, resultando
num aumento a acessibilidade dos nutrientes e/ou a liberacdo de fragmentos de xilana
considerados prebidticos (CHOCT; ANNISON, 1990).

Na industria de bebidas, como a de cervejas, vinhos e sucos, as xilanases séo
adicionadas ao processamento para proporcionar uma diminuicdo da viscosidade, redugao da
opacidade e aumento da capacidade de ligacdo dos fragmentos de arabinoxilanas a agua
melhorando a filtragcdo e prevenindo o entupimento das membranas filtrantes (SORENSEN et
al., 2004).

Viikari et al. (1987) foram os primeiros a demonstrarem com detalhes que o tratamento
da polpa de papel com hemicelulases, especialmente as xilanases reduz o requerimento de
cloro para o branqueamento do papel. As xilanases degradam a xilana dentro da polpa do
papel e rompem as fortes associagdes entre a celulose, lignina e hemicelulose permitindo
assim, o acesso dos produtos quimicos.
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Anualmente toneladas de residuos agroindustriais e florestais sdo geradas na natureza,
sendo essa biomassa formada de celulose, lignina e hemicelulose, mas ha varios anos, as
xilanases estdo sendo utilizadas como uma alternativa para reciclar esses residuos. As
xilanases juntamente com outras enzimas como as manases, ligninases, e celulases séo
empregadas para a geracao de biocombustiveis como o etanol e o xilitol (GALBE; ZACCHlI,
2002).

1.2.4. Ciclodextrina

Villiers (1891), citado por Brewster; Loftsson (2007) foi o primeiro a relatar a existéncia
de dextrina a partir da hidrélise de amido por Bacillus amylobacter, ele as denominou de
“celulosina”, por sua semelhangca com a celulose no que diz respeito a resisténcia a hidrélise
acida e por ser uma molécula ndo-redutora. Posteriormente Schardinger (1903), citado por
Brewster; Loftsson (2007) observou que uma linhagem de bactérias isoladas de alimentos
deteriorados fermentava o amido com a producdo de dois compostos cristalinos que ele
distinguiu pela reagao de iodo como sendo a-dextrina e B-dextrina. Schardinger identificou a -
dextrina como sendo a “celulosina” identificadas anteriormente por Villiers. Hoje estes
compostos sdo denominados de ciclodextrinas ou menos comumente de ciclomaltodextrina.

A y-ciclodextrina foi primeiramente descrita em 1935 por Freudenberg; Jacobi. Em 1938
Freudenberg; Cramer, citado por Brewster; Loftsson (2007) identificaram a estrutura quimica
das ciclodextrinas, suas propriedades fisico-quimicas e sua capacidade de formar complexos
de inclusao.

Nos anos que se seguiram a descoberta de Freudenberg; Cramer (1935), apenas
pequenas quantidades de CDs foram produzidas, prejudicando a exploracido pela industria
desses novos oligossacarideos. O avanco biotecnolégico na década de 1970 e a comprovacao
da nao toxicidade das CDs direcionaram as pesquisas para uma melhora dramatica na
producdo em grande escala das trés formas de ciclodextrina pura, transformando um processo
quimico caro e peculiar em um processo acessivel (OGUMA; KAWAMOTO, 2003).

As ciclodextrinas (CDs) sao oligossacarideos ciclicos derivado da molécula de amido
ou maltodextrina, contento seis (a-CD), sete (8-CD), oito (y-CD), nove (6-CD), dez (¢-CD) ou
mais residuos de glicose unidos por ligacbes glicosidicas a-1,4, respectivamente. Devido a
forma de cadeira das unidades glicopiranosil, as CDs apresentam uma forma de cone truncado
ao invés de um cilindro perfeito (Figura 1.12) (LARSEN, 2002).

Os grupos hidroxil (OH) sao orientados para o exterior do cone, com os grupos OH
primarios dos residuos de glicose na borda estreita do cone e os grupos OH secundarios na
borda ampla do cone. A cavidade central da ciclodextrina é linear formada pelo esqueleto
carbbnico e moléculas de oxigénio dos residuos de glicose, o que fornece um carater
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relativamente hidrofébico a cavidade. Os grupos hidroxil formam pontes de hidrogénio com
moléculas de agua circunvizinhas, resultando na hidratagdo da estrutura da molécula da
ciclodextrina (LOFTSSON; BREWSTER, 1996; WINKLER et al., 2000).

Em virtude da estrutura geométrica das ciclodextrinas com a cavidade interna
hidrofébica e a regido externa hidrofilica, € possivel a formacdo de complexos de inclusdo
cristalinos com uma variedade de compostos sélidos, liquidos e gasosos. Esse fenbmeno é
denominado de encapsulagdo ou interacdo molecular (YU; AOKI; MISAWA, 1988).
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Figura 1.12. Estrutura fisico-quimica das a, B e y-CDs (VENTURINI et al., 2008).

As moléculas interagem com as ciclodextrinas através de ligagbes ndo covalentes
simultdneas tais como: pontes de hidrogénio, interacbes eletrostaticas, forcas de van der
Waals, interacdes hidrofébicas, interacbes dipolo-dipolo, transferéncias de cargas e efeitos
estéreos. A formacao de complexos de inclusdo altera significativamente as caracteristicas da
molécula encapsulada. Estas alteragdes incluem modificagées na reatividade quimica, fixagcao
de substancias volateis, melhoria na solubilidade, estabilizagdo de substancias sensiveis a luz,
calor e oxidacao, protecdo da degradacao de substancias por microrganismos, mascaramento
de corantes ou pigmentos e de uma ampla variedade de compostos usados em alimentos,
farmacos, cosmeéticos, produtos agricolas e industria quimica (SZEJTLI, 1992; BIWER;
ANTRANIKAN; HEINZLE, 2002; VENTURINI et al., 2008).

O mecanismo completo da formagéao dos complexos de inclusédo é realizado em varias
etapas, as quais envolvem a dessolvatacdo do substrato e a dessolvatacdo interna da
ciclodextrina, mudancas conformacionais do receptor e do substrato, interacdo receptor-
substrato, uma reorganizacdo do solvente em torno e no interior da cavidade e a relaxacéo
estrutural do complexo (LIPKOWITZ, 1998; REKHARSKY; INOUE, 1998; LO MEO et al., 2003).

Tabushi et al. (1978) afirmaram que a estabilizacdo do complexo da CD com o substrato
por forcas de van der Waals e a remocgdo da agua de solvatacdo do substrato apolar sao
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fatores responsaveis pela entalpia de inclusdo. O aumento da entropia devido a quebra da
estrutura de solvatacdo do substrato apolar fornece a energia necessaria para estabilizar o
complexo de inclusdo (LIPKOWITZ, 1998).

Grupos carregados, como amdnio e carboxilato, ou grupos hidrofilicos, como hidroxila,
amino e carboxila, permanecem expostos a solvatagdo do meio mesmo apds a inclusdo em
ambiente hidrofilico (ROSS; REKHARSKY, 1996).

Entre as trés ciclodextrinas, a B-CD é a de maior interesse, devido ao tamanho da sua
cavidade hidrofébica a qual é adequada para acomodar muitas moléculas semelhantes a
compostos aromatizantes e drogas (SZEJTLI, 1992; DOUKYU; KUWAHARA; AONO, 2003).

1.2.4.1. Ciclodextrina glicosiltrasferase (CGTase)

A ciclodextrina glicosiltransferase (EC 2.4.1.19, CGTase) é uma enzima que catalisa
uma reacéo de transglicosilagcdo intramolecular ou ciclizagdo da molécula de amido e/ou da
molécula de maltodextrina linear produzindo produtos denominados de ciclodextrinas (CDs)
(BLACKWOOD; BUCKE, 2000).

As CGTases também catalisam outras duas reacoes: a reagdo de acoplamento que é
reversa a ciclizagdo, onde as ciclodextrinas séo clivadas e transferidas a um receptor linear
(dextrinas lineares) e a reacao de desproporcionacdo no qual dois oligossacarideos lineares
sao convertidos em dois oligossacarideos lineares de tamanhos diferentes (Van Der Veen,
2000). Em adicdo, estas enzimas possuem também uma fraca atividade hidrolitica, onde o
amido é hidrolisado a dextrinas lineares e a agua € o aceptor glicosil (BLACKWOOD; BUCKE,
2000; JEMLI et al., 2007) (Figura 1.13).
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Figura 1.13. Reagles catalisada pela CGTase. Os hexagonos representam os mondmeros de glicose,
os preenchidos indicam os mondmeros com carbono anomérico livre (redutores). (A)
ciclizagao, (B) acoplamento, (C) desproporcionagéo, (D) hidrélise. (Adaptado de VAN DER
VEEN, et al, 2000).
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As CGTases sdo enzimas extracelulares e sdo sintetizadas por uma variedade de
microrganismos, incluindo bactérias e recentemente também foram descobertas em archaea
(Bacillus,  Brevibacterium,  Clostridium,  Corynebacterium,  Klebsiella, = Micrococcus,
Pseudomonas, Thermoanaerobacter e Thermoanaerobacterium). Todas as CGTases
produzem uma mistura de a, 3 e y-ciclodextrina por meio da reacao de ciclizagdo e a producao
de diferentes ciclodextrinas e suas proporcées dependem das condicdes de reacdo e
principalmente da fonte microbiana da enzima. Deste modo, as CGTases podem ser
classificadas de acordo com sua principal ciclodextrina produzida, alfa, beta ou gama-
ciclodextrina. (BLACKOOD; BUCKE, 2000; VENTURINI et al., 2008).

Enzimas que sintetizam predominantemente um tipo de CD séo ideais para a aplicagao
industrial, pois 0 processo de separagdo de uma mistura de CDs é caro. Atualmente muitas
CGTases sao geneticamente modificadas para melhorar a producdo e seletividade das
ciclodextrinas (BIWER; ANTRANIKIAN; HEINZLE, 2002)

A atividade da CGTase é comumente verificada usando a propriedade que a B-CD
sintetizada pela agdo da CGTase tem de formar complexos de inclusdo coloridos com a
fenolftaleina em pH béasico. Assim, a concentracdo de (-CD ¢é estimada
espectrofotometricamente. Os tubos contendo os complexos de inclusdo apresentam uma
coloracao mais clara com relacédo aos tubos onde ndo ha formagcao do complexo, neste caso a
fenolftaleina assume sua cor caracteristica em pH basico (vermelho intenso) (USANOQV et al.,
2007).

1.2.4.2. Producao e aplicacao industrial da ciclodextrina

Comumente as CDs sao industrialmente produzidas por dois tipos de processos
distintos: o primeiro processo envolve o uso solvente e o0 outro processo nao. No primeiro uma
molécula organica principalmente o tolueno, alcool etilico ou acetona sédo usados para
complexar e precipitar as CDs liberadas pela agao da CGTase. No segundo processo o agente
complexante ndo é adicionado, portanto, uma mistura de diferentes CDs é formada. O segundo
processo foi desenvolvido para a producao de -CD, por esta ser uma molécula menos soluvel
que pode ser facilimente separada das outras formas de CDs pelo processo de cristalizagao
(BIWER; ANTRANIKIAN; HEINZLE, 2002).

As ciclodextrinas produzidas pelo processo sem agentes complexantes organicos
podem ser aplicadas na industria de alimentos sem restricdo, enquanto as CDs produzidas com
adicao de solventes apresentam varias desvantagens como toxicidade, inflamabilidade e o
solvente tém que ser recuperado no final do processo por uma questao econémica (VAN DER
VEEN et al., 2000; BIWER; ANTRANIKIAN; HEINZLE, 2002).
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A producao e seletividade das CDs dependem do substrato, da origem da CGTase, do
agente complexante e das condicoes de reagdo. O amido consiste de amilose e amilopectina,
ambas servem como substrato para a CGTase (BLACKOOD; BUCKE, 2000; GRULL;
STIFTER, 2001).

Para a produgéo industrial das ciclodextrinas o amido de batata € o mais usado. O
amido de milho contém alto teor de amilose (25%), mas a presenga de complexos de amilose-
lipideos nos amidos de cereais, € um fator que dificulta o sucesso da acdo da CGTase na
conversao em ciclodextrina. Ja o amido de mandioca e milho ceroso sédo substratos ideais para
a acdo da CGTase. (GRULL; STIFTER, 2001; BIWER; ANTRANIKIAN; HEINZLE, 2002;
ALVES-PRADO et al., 2008).

As CDs sao normalmente vendidas como um p6 fino e cristalino, o qual permanece
estavel por um longo tempo. Devido a facil purificagdo, o pre¢co da B-CD tem diminuido
significativamente, enquanto, a a-CD e a y-CD ainda sdo caras para a aplicagdo industrial
(BIWER; ANTRANIKIAN; HEINZLE, 2002).

Como ja mencionado anteriormente, as ciclodextrinas (CDs) sado capazes de formar
complexos de inclusdo com varias moléculas hidrofobicas, alterando suas propriedades fisico-
quimicas. Esta caracteristica faz as CDs atrativas para aplicacdo em diferentes campos como a
industria de alimentos, quimicas, farmacéuticas e téxteis, na agricultura e protecdo ambiental
(BIWER; ANTRANIKIAN; HEINZLE, 2002; BREWSTER; LOFTSSON, 2007).

A B-ciclodextrina é mais usada na industria para a formagao de complexos de inclusao,
devido a facilidade de producao, pois € mais estavel e menos sollvel em agua, sendo assim
mais facil sua separacdo das outras CDs. Em adicdo, a producao de B-ciclodedextrina a partir
de amido é maior que as outras CDs (BONILHA, et al., 2006)

Um dos aspectos que seguramente reveste as CDs de grande importancia para serem
potencialmente aplicadas em processos industriais refere-se a solubilidade de moléculas
insoliveis em &gua. Na industria farmacéutica as CDs s@o usadas para solubilizar e dissolver
drogas, por exemplo: Uzqueda et al. (2006) analisaram as interacées do antifungico naftifina
com B-CD e y-CD, e observaram um aumento na solubilidade do farmaco em 5 e 2 vezes,
respectivamente.

A resolugdo n® 205 da ANVISA (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria) regulamenta
0 uso de enzimas e preparagdes enzimaticas na producdo de alimentos destinados ao
consumo humano. As enzimas sao consideradas coadjuvantes de tecnologia, capazes de
provocar alteragées desejaveis nas caracteristicas de um alimento, e sdo classificadas quanto
a sua origem: como animal, vegetal e microbiana. No caso de enzimas e preparacoes
enzimaticas que contenham enzima de origem microbiana, deve-se constar o nome do
microrganismo que deu origem a enzima e nao devem ser utilizados microrganismos
patogénicos na sua produgédo (BRASIL, 2006).
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Os alimentos que contém em sua formulagdo acidos graxos insaturados, como 6leos de
peixe e 6leos vegetais, corantes naturais ou artificiais sdo facilmente degradados pela luz,
oxigénio, calor e processos de descongelamento, resultando em produtos com sabor, odor e
aparéncia desagradaveis. Estas alteracdes nos alimentos podem ser reduzidas e até mesmo
evitadas pela complexagao desses ingredientes com as ciclodextrinas (HEDGES, 1998).

Alimentos coloridos com ingredientes naturais como o ketchup, apresentou alta
estabilidade a temperatura de até 100°C quando adicionado de 0,2% de B-CD (KAWASHIMA,
1980). Neste trabalho a B-CD encapsulou a molécula de licopeno e evitou sua degradacao pelo
calor.

Outra aplicagao interessante das CDs em alimentos é quando estas sdo usadas para
reduzir a perda de aroma e inibir o crescimento microbiolégico durante o armazenamento. A
interacdo de aromas com as CDs é ainda de especial interesse para a industria de alimentos
(TOBITSUKA; MIURA; KOBAYASHI, 2005).

A adicdo de CDs em alimentos emulsificados como maioneses e queijos podem
aumentar a retencao de agua e a vida util do produto. Em processamento de produtos carneos
as CDs também aumentam a retencdo de agua e melhoram a textura (OTA; TAKEDA, 1981).

O sabor amargo de farmacos, alimentos ou de qualquer outra substancia dissolvida em
solugdo aquosa ou na saliva, pode ser reduzido ou totalmente eliminado se o componente
amargo formar um complexo de inclusdo com uma CD apropriada (SZEJTLI; SZENTE, 2004).

Na industria de cosméticos, vitaminas lipossollveis como retinol e tocoferol sao
produtos essenciais para o embelezamento da pele, mas por serem compostos naturais podem
sofrer degradacao induzida por oxidacdo e pela luz. A formagdo do complexo de inclusao
desses compostos com as ciclodextrinas protege-os contra a degradacédo (ZHAOFENG et al.,
2007).

Na industria quimica, as CDS podem ser usadas em processos de separagao devido a
sua habilidade de discriminar isémeros posicionais, grupos funcionais, homologos e
enantidbmeros (HAN, 1997).

As ciclodextrinas também sdo aplicadas no setor agricola e na protecdo do meio
ambiente. Complexos de inclusdo podem ser formados com vérios produtos agricolas incluindo
herbicidas, agentes reguladores de plantas, inseticidas e fungicidas, reduzindo assim, a
toxicidade dos produtos quimicos agricolas e permitindo uma liberacdo controlada destes no
meio ambiente. Atualmente a protecao ambiental € uma preocupacao constante e as CDs vém
sendo usadas para complexar moléculas poluentes e metais pesados do solo, agua e
atmosfera (ZHAOFENG et al., 2007).
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2.1. Introducao

As enzimas sdo amplamente usadas como uma ferrramenta tecnoldgica para auxiliar
varios processos na industria de alimentos. As enzimas microbianas podem ser produzidas por
fermentacdo soélida ou submersa. A fermentagcdo em estado soélido (SSF) é um processo
atrativo para a producao de enzimas, especialmente para culturas fungicas, porque apresenta
muitas vantagens; como alta produtividade por volume de reacdo além do baixo custo de
manutengdo (PURKARTHOFER; SINNER; STEINER, 1993). A SSF é definida como a
fermentacao que ocorre em solidos na auséncia (ou perto da auséncia) de agua livre, mas com
umidade suficiente para suportar o crescimento e o metabolismo do microrganismo (PANDEY,
2003).

Recentemente, a industria de panificagdo tem focado sua atencdo na substituicdo de
varios componentes quimicos pelas enzimas. As enzimas de origem microbiana disponiveis
para a aplicacdo em panificagdo incluem as: o-amilases, proteases, glucoamilases,
pentosanases e glucanases (JENNYLAND; BENJAMIN, 1996). Enzimas que hidrolisam
polissacarideos nao-amilaceos, como as xilanases, direcionam a uma melhora das
propriedades tecnolégicas da massa, do volume especifico dos paes e na textura do miolo
(MARTINEZ-ANAYA; JIMENEZ 1997; COURTIN; GELDERS; DELCOUR, 2001; ROUAU; EL-
HAYER; MOREAU, 2001).

Os principais componentes dos polissacarideos nao-amilaceos da farinha de trigo sédo
as pentosanas, principalmente as arabinoxilanas (COURTIN; DELCOUR, 2002), as quais sao o
principal componente da hemicelulose e consiste de moléculas de xilose unidas por ligagdes
glicosidicas B-1,4 (KULKARNI; SHENDYE; RAO, 1999; LI et al, 2000). A xilanase é usada em
panificagcdo para hidrolisar as arabinoxilanas presentes na parede celular do endosperma da
farinha de trigo (MARTINEZ-ANAYA; JIMENEZ, 1997). O efeito positivo da xilanase sobre a
qualidade do pao pode ser atribuido a melhor distribuicdo da agua para ambas: pentosana e
gliten (HAROS; ROSELL; BENEDITO, 2002). A a-amilase ataca aleatoriamente o amido
hidrolisando as ligacgdes glicosidicas a-1,4 da molécula de amilose e amilopectina. Esta enzima
€ adicionada & formulagdo do pao para liberar agucares fermentaveis, os quais contribuem
indiretamente para a producao de didxido de carbono (ATWELL, 2001).

As proteases hidrolisam as ligacbes peptidicas das proteinas (gluten) presentes na
farinha de trigo. Se esta hidrélise ocorrer em baixa extensdo, pode reduzir o tamanho do
complexo gluten, facilitando a manuseio da massa (ATWELL, 2001).

O fungo Thermoascus aurantiacus € um bom produtor de xilanase (Da-Silva et al,
2005a), no entanto, ele também produz alta concentragdo de protease, como verificado por
Merheb et al, (2007).
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E amplamente conhecido que a composicdo do meio de cultura influéncia o perfil de
produgédo e a atividade enzimatica em culturas microbianas. O objetivo deste trabalho foi a
produgcdo de um extrato enzimatico com uma producdo maximizada de xilanase e uma
producdo minimizada de protease e a-amilase. Além disso, a agdo deste extrato enzimatico
sobre o volume o gluten foi avaliada e as caracteristicas fisico-quimicas da xilanase produzida

no extrato selecionado foram determinadas.

2.2. Material e Métodos

2.2.1. Material

Farinha de trigo obtida da moagem de gréos duros, adequada para producdo de pao,
gentiimente doada pelo moinho Sete Irméos (Uberlandia, Brasil) foi usada neste trabalho.
Outros ingredientes para confeccao dos paes foram obtidos do comércio local (Sao José do
Rio Preto, Brasil).

As enzimas utilizadas neste estudo foram a xilanase produzida por meio de fermentagao
solida pelo fungo Thermoascus aurantiacus CBMAI 756 e a ciclodextrina glicosiltransferase
(CGTase) produzida por meio de fermentagdo submersa pela bactéria Bacillus clausii E16,
parcialmente purificadas. Os dois extratos enzimaticos eram livres das enzimas amiloliticas a-
amilase e glucoamilase.

Todos os outros reagentes utilizados foram puros para analise. Os residuos agricolas
(meios de culturas) farelo de trigo, sabugo de milho e palha de milho foram obtidos de fazendas
da regido de Sao José do Rio Preto, Brasil.

2.2.2. Métodos

2.2.2.1. Microrganismos e condi¢oes de cultura

O fungo, Thermoascus aurantiacus CBMAI 756, que pertence ao banco de culturas do
Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Aplicada da Universidade Estadual Paulista (Sao
José do Rio Preto, Brasil), foi inoculado em tubos teste com meio de cultura agar Sabouraud
dextrose (Oxoid) e incubado a 50°C por 2 dias para seu crescimento completo. O micélio foi
resuspendido em 100 mL de solugdo nutriente, contendo 0,1% (p/v) NHsNO; NH4H.PO, e
MgSQO4.H,O e 10 mL desta suspensdo micelial foi usada para inocular o0 meio de cultura. A
fermentacdo em estado solido (FES) foi realizada em frascos de Erlenmeyer de 250 mL
contendo 5 g de cada meio de cultura (farelo de trigo, sabugo de milho ou palha de milho)
umedecidos com 10 mL de suspensao micelial, objetivando obter uma umidade inicial de 67%.
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Apds 6 dias (ou como indicado) de incubacéo a 50°C, o extrato enzimatico bruto foi obtido pela
adicao de 40 mL de agua destilada ao material fermentado, e os frascos foram mantidos sob
agitagdo (100 rpm) por 30 minutos a temperatura ambiente. O material foi filtrado a vacuo
utilizando papel Whatman n? 1 e centrifugado a 19.8009/10 minutos a 5°C para a obtencao do
extrato enzimatico bruto livre de solidos. Os experimentos foram realizados em duplicata.

A bactéria, Bacillus clausii E16, que pertence ao banco de culturas do Laboratério de
Bioquimica e Microbiologia Aplicada da Universidade Estadual Paulista (Sao José do Rio Preto,
Brasil), foi inoculada em tubos teste com meio de cultura proposto por Alves-Prado et al. (2007)
composto de 1,34% de amido soluvel (Synth), 0,49% de peptona (BioBras), 0,59% de extrato
de levedura (Oxoid), 0,1% de K,HPO, (Dinamica), 0,02% de MgS0O,.7H.O (Nuclear), 1,25% de
Na.COs; (Synth) (esterilizado separadamente e adicionado ao meio apés resfriado), pH inicial
10,1 e incubados a 35°C por 48 horas para seu crescimento completo. A fermentagao
submersa foi realizada em frascos de Erlenmeyer de 125 mL contendo 20 mL do meio de
cultura e 1 mL do pré inoculo e incubados a 35°C por 48 horas sob agitagdo de 150 rpm. O
extrato enzimatico bruto foi obtido pela centrifugacdo a 10.000g/20 minutos a 4°C e o
sobrenadante contento a CGTase foi recuperado.

2.2.2.2. Ensaios enzimaticos

A atividade da xilanase e a-amilase do extrato enzimatico foram determinadas pela
incubacao de 0,1 mL da solugdo enzimatica apropriadamente diluida com 0,9 mL de solucao
contendo 0,5% dos respectivos substratos, xilana birchwood (Sigma, USA), e amido soluvel
(Mallinckrodt, France), em tampao acetato 0,1 M, pH 5,5. Apés a incubacao a 60°C por 10 min.
1 mL de acido dinitrosalicilico (DNS) foi adicionado para completar a reagao. Os acgUcares
redutores liberados da reagdo foram determinados de acordo com Miller (1959). Os controles
foram preparados adicionando o extrato enzimatico posteriormente ao acido dinitrosalicilico
(DNS). Uma Unidade Internacional (IU) de atividade enzimatica foi definida como 1 umol de
equivalente de xilose (xilanase) ou glicose (o-amilase) liberada por minuto dentro das
condicdes de ensaio mencionadas acima, pelo uso de uma curva padrdo de xilose ou de
glicose.

A atividade da glucoamilase (GA) do extrato enzimatico foi determinada pelo método
enzimatico da peroxidase/glicose-oxidase descrito por Bergmeyer; Bernt (1974) com
modificacdes. A mistura de reacao foi preparada com 0,4 mL de solugdo de amido soluvel 0,5%
(Mallinckrodt) em tampao acetato de sddio 0,2 M, pH 4,5 e 0,1 mL da solugdo enzimatica
apropriadamente diluida. Ap6s a mistura permanecer por 10 min. a 50°C, as amostras foram
resfriadas em banho de gelo. Uma aliquota de 0,2 mL foi retirada e misturada com 0,3 mL de
tampé&o fosfato 0,2 M, pH 7,0. Um mL de reagente de glicose oxidase foi adicionado e a mistura
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foi incubada por 1 hora a 37°C. Apds esse tempo a absorbancia foi medida em 500 nm. Uma
unidade de GA foi definida como a quantidade de enzima requerida para liberar 1 umol de
glicose/minuto dentro das condi¢des de ensaio e a atividade foi expressa como U/mL.

A atividade da protease do extrato enzimético foi determinada de acordo com
Kembhavi; Kulkarni; Panti (1993), com modificacées. A mistura de reacao foi preparada com
0,4 mL de caseina 0,5% (p/v) (Sigma) em agua destilada, 0,4 mL de tampao acetato 0,2 M, pH
5,5 e 0,2 mL da solucdo enzimatica apropriadamente diluida. A mistura foi incubada a 60°C e a
reagao foi interrompida ap6s 30 minutos com 1 mL de &cido tricloracético 10% (TCA). Os tubos
contendo a mistura de reacao foram centrifugados a 2300g/5 minutos e a absorbancia do
sobrenadante foi medida a 280 nm. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi
arbitrariamente definida como a quantidade de enzima requerida para causar um aumento de
0,1 na absorbancia a 280 nm, dentro das condi¢cdes de ensaio.

A atividade da ciclodextrina glicosiltransferase no extrato enzimatico foi determinada
pelo método proposto por Makela et al. (1988), modificado por Alves-Prado et al. (2007), pela
incubacao de 0,1 mL da solugdo enzimatica apropriadamente diluida com 0,8 mL de solugao
de maltodextrina (Aldrich) 1,0% em tampao acetato 0,1 M, pH 5,5. Apds a incubagado a 55°C
por 10 minutos, 4 mL de carbonato de sédio 0,25 M foi adicionado para parar a reacgao.
Posteriormente 0,1 mL de fenolftaleina 1 mM foi adicionada nos tubos de reagao. Os controles
foram preparados pela adigdo da solugédo enzimatica antes da leitura espectrofotométrica a 550
nm. Uma Unidade Internacional (IU) de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para produzir 1 umol de B-ciclodextrina, por minuto. A curva padrao foi
plotada com concentragdes de B-ciclodextrina.

2.2.2.3. Determinacao de proteina dos extratos enzimaticos

O contetdo de proteina foi determinado seguindo o método de Lowry et al. (1951),

usando soro albumina bovina como padr&o.

2.2.2.4. Efeito do pH e da temperatura sobre a atividade da xilanase

A determinagéo do pH 6timo da xilanase foi realizada a 60°C, em diferentes valores de
pH, usando as seguintes solugdes tampao (0,1 M): acetato de sédio (pH 3,0-5,5), MES (pH 6,0-
7,0), TAPS (pH 7,5-8,5) e Glicina-NaOH (9,0-11,0). A temperatura étima foi determinada pela
incubacao da mistura de reacdo em diferentes temperaturas que variaram de 40°C a 85°C e o
ensaio da atividade da xilanase foi realizada no pH e temperatura étima.
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2.2.2.5. Efeito do pH e da temperatura sobre a estabilidade da xilanase

Para determinar a estabilidade da xilanase ao pH, a enzima foi adicionada numa
concentracdo de (1:29) nas seguintes solugcdes tampao (0,1 M): acetato de sédio (pH 3,0-5,5),
MES (pH 6,0-7,0), TAPS (pH 7,5-8,5) e Glicina-NaOH (9,0-11,0), e mantida a 25°C por 24
horas. Ap6s esse periodo, a atividade xilanolitica residual foi determinada dentro das condi¢des
otimas de pH e temperatura (5,0 e 75°C, respectivamente). A estabilidade térmica foi
determinada pela incubagdo da enzima em diferentes temperaturas que variaram de 40°C a
85°C por 1 hora no pH 5,0. Apds esse periodo a atividade xilanolitica residual foi determinada
dentro das condigbes 6étimas de pH e temperatura (5,0 e 75°C, respectivamente).

2.2.2.6. Concentracao dos extratos enzimaticos

Para aplicacdo do extrato enzimatico produzido pelo T. aurantiacus no gluten da farinha
de trigo, o extrato (300 mL) foi concentrado com etanol 75% a 4°C por 12 horas. O precipitado
foi separado pela centrifugacdo a 13.700 g/20 minutos, e entdo dissolvido em uma pequena
quantidade (1 mL) de agua destilada.

O extrato enzimatico produzido pelo Bacillus clausii E16 foi concentrado por
ultrafiltracéo pelo sistema Benchtop ® (Quix Stand) em coluna de 10,000 NMWC (Amersham
Biosciences). A enzima CGTase desnatura (perde ativiadade) quando precipitada em alcool,
por este motivo, esta foi parcialmente purificada por ultra filtracao

2.2.2.7. Obtencao do gluten e efeito da protease

A massa foi elaborada com farinha de trigo (100 g) e agua (50 mL). Estes ingredientes
foram misturados manualmente por 5 min. e a massa ficou em repouso por 30 min. para a
formacéo do gluten a partir da glutenina e da gliadina. Posteriormente a massa foi lavada em
agua corrente para a remogao do amido de acordo com o método 38-10 da Approved Methods
of the American Association of Cereal Chemists (AACC) (2000). Fermento bioldgico (2%) e
acucar (3%) foram adicionados ao gluten e entdo 1/4 do gluten foi separado baseado no seu
peso. O restante do gluten (3/4) foram separados em trés partes iguais e cada uma recebeu
60U de xilanase (extrato bruto). Apdés 50 minutos de repouso, as amostras de gluten foram
forneadas por 20 minutos a 150°C. O experimento foi realizado em duplicata.
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2.2.2.8. Avaliacao do volume do gluten apos forneamento

O volume do gluten foi determinado 1 hora apés o término do forneamento, de acordo
com o método 10-05 da. AACC (2000) O volume especifico (mL/g) foi determinado pela divisao
do volume (mL) pelo peso (g). Os experimentos foram realizados em duplicata.

2.3. Resultados e discussao

2.3.1. Producao enzimatica e caracterizacao fisico-quimica da xilanase

2.3.1.1. Efeito dos substratos na producao de enzimas

O primeiro experimento foi realizado para determinar qual seria o substrato mais
adequado para o fungo Thermoascus aurantiacus CBMAI 756 se desenvolver e produzir uma
grande quantidade de xilanase e uma pequena quantidade de proteases e enzimas que
degradam o amido, por meio de fermentagdo em estado sélido (FES).

A Tabela 2.1 apresenta os resultados para a produgéo de xilanase, protease, a-amilase
e glucoamilase usando diferentes residuos como substratos. Os substratos farelo de trigo,
sabugo de milho e palha de milho foram umedecido com solugédo nutriente para se obter uma
umidade inicial de 67%.

O fungo T. aurantiacus produziu xilanase em todos os substratos estudados, entretanto,
a producao em sabugo de milho foi mais pronunciada (130 U/mL) apés 6 dias de fermentacao.
A alta producao de xilanase por este fungo ja havia sido relatada por Da-Silva et al. (2005a)
usando substratos umedecidos com agua.

Tabela 2.1. Efeito de diferentes substratos sobre a produgao enzimatica, apds 6 dias de incubagéo pelo
fungo T. aurantiacus.

Xilanase Protease o-Amilase Glucoamilase
Substrato (U/mL) (U/mL) (U/mL) (U/mL)
Farelo de trigo 36 46 6 <1
Sabugo de milho 130 15 <1 <1
Palha de milho 70 37 6 <1

A produgéo de protease foi maior em presenca de farelo de trigo, seguido da palha e do
sabugo de milho. Sendo o farelo de trigo um substrato rico em proteina, entre outros
componentes, ja se esperava uma boa producdo de protease em relacdo aos demais
substratos estudados.
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As producdes de a-amilase e glucoamilase foram pequenas em relacdo as outras
enzimas. Isso pode ser explicado pelo fato de que os substratos utilizados sdo principalmente,
fontes de celulose e hemicelulose. A xilana é a principal hemicelulose presente nos materiais
lignocelulésicos e sua hidrélise requer a agdo da xilanase (BILGRAMI; PANDEY, 1992). Os
niveis de produgéo de enzimas em diferentes substratos sao determinados por muitos fatores
envolvendo o tipo de processo fermentativo, a presenga de ativadores e inibidores, a area de
superficie do substrato, a difusdo de catabdlicos, o pré-tratamento, € o contelildo e composicao
de agucares destes substratos (DAMASO; ANDRADE; PEREIRA-JR, 2000).

2.3.1.2. Curva de producao da xilanase, a-amilase e protease em fermentacao
solida.

A Figura 2.1 apresenta o perfil de producdo da xilanase pelo fungo T. aurantiacus
durante 10 dias de fermentacéo utilizando como substrato farelo de trigo, sabugo e palha de

milho.
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Figura 2.1. Perfil da producao da xilanase pelo T. aurantiacus, sob FES em diferentes substratos.

A produgcdo maxima de xilanase nos trés substratos mencionados acima ocorreu a partir
do 5° dia de fermentagdo. Outros autores relataram que os microganismos T. aurantiacus e
Arthrobacter sp. utilizando como substrato farelo de trigo produziram picos de xilanase em
menor tempo (DA-SILVA et al.,, 2005a; KHANDEPARKAR; BHOSLE, 2006). Experimento
semelhante realizado por Shah; Shah; Madamwar, (2006), trabalhando com Aspergillus
foetidus MTCC 4898, cultivado por meio de fermentacdo solida e usando como substrato
sabugo de milho, relataram pico de producdo antes do quarto dia de fermentacdo. Todavia,
sabe-se que a comparacgao quantitativa de atividades enzimaticas relatadas na literatura nao é
conclusiva tendo em vista diferencas metodoldgicas, condicbes da linhagem e outros
parametros utilizados.

Dos substratos utilizados neste estudo, o sabugo de milho foi o mais efetivo para
producdo da xilanase (126 U/mL) no quinto dia de fermentacdo. A partir do sétimo dia de
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fermentagdo houve uma queda pronunciada na produgdo desta enzima nos trés substratos
mencionados acima. Shah; Shah; Madamwar (2006), trabalhando com Aspegillus foetidus
MTCC 4898, cultivado também por meio de fermentagdo sélida usando como substrato sabugo
de milho, observaram uma atividade de xilanase de 307 U/mL no quarto dia de fermentagéo.

Alguns autores estudando a produgao de xilanase em fermentagdo submersa obtiveram
atividades de 480 U/mL e 280 U/mL no quarto e sexto dia (96 e 144h, respectivamente), de
cultivo com T. lanuginosus 10C-4145 e Aspergillus nidulans, respectivamente, usando como
substrato sabugo de milho (DAMASO; ANDRADE; PEREIRA-JR, 2002; REIS; COSTA;
PERALTA, 2003).

Em relagao ao crescimento do T. aurantiacus sobre os diferentes substratos, observa-se
que nem sempre um bom crescimento microbiano corresponde a uma maior producao
enzimatica, uma vez que o farelo de trigo proporcionou o melhor crescimento do microrganismo
(observacao visual), e, no entanto foi o que resultou na menor producgéo de xilanase.

A Figura 2.2 apresenta o perfil de produgédo da a-amilase pelo fungo T. aurantiacus

durante 10 dias de fermentacgéo.
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Figura 2.2. Perfil da produgéo da alfa-amilase pelo T. aurantiacus, sob FES em diferentes substratos.

Apenas o substrato farelo de trigo proporcionou ao T. aurantiacus uma pequena
producdo de a-amilase, a partir do quarto dia de fermentagdo (5,48 U/mL), ndo havendo
alteracdes até o final.

Dentre os substratos estudados, o farelo de trigo € o que apresenta maior teor de
amido, o que pode ter induzido a producao de a-amilases. Para outros fungos, trabalhos da
literatura relatam atividades para a-amilase maior que a encontrada no presente estudo com
Thermoascus aurantiacus. Assim, a producao de a-amilase por Thermomyces lanuginosus foi
de 106 U/mL em farelo de trigo no 5° dia de fermentacdao (KUNAMNENI; PERMAUL; SINGH,
2005).
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Isso & uma caracteristica importante para o uso em processos de panificagao, ja que o
excesso de a-amilase pode causar excesso de agucares redutores e produzir o escurecimento
excessivo da casca, além de prejudicar a textura do miolo (pegajoso) e o volume do pao.

Na Figura 2.3 tem-se o perfil da producao de protease pelo T. aurantiacus onde se
observa que os meios contendo farelo de trigo e palha de milho apresentaram maiores
atividades proteoliticas, 48 U/mL e 58 U/mL, no sétimo e nono dia (168 e 216h),
respectivamente. A produgcdo de protease foi menor quando o fungo cresceu no sabugo de
milho, o que novamente é bom para panificacdo, pois o excesso de protease pode
desestabilizar o complexo de gluten responsavel pela retencdo de gas nos produtos

fermentados.
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Figura 2.3. Perfil da produgao da protease pelo T. aurantiacus, sob FES em diferentes substratos.

Investigacoes da produgado de protease por culturas de fungo tém mostrado que existe
uma variagao na quantidade de enzima produzida em funcédo do meio usado (ANDRADE et al.,
2002), significando que a adaptagdo metabdlica do microrganismo depende do tipo de
substrato empregado na fermentacdo. Isto foi confirmado neste trabalho, onde a atividade
proteolitica do T. aurantiacus cultivado em farelo de trigo, sabugo e palha de milho foram de
49, 27 e 53 U/mL de protease, respectivamente nos seus picos de produgao.

Outro estudo relatou uma atividade proteolitica de 248 U/mL de protease utilizando o
mesmo microrganismo, porém utilizando caseina como indutor no meio de farelo de trigo para
o crescimento (MERHEB et al., 2006). A produgéo de protease (43 U/mL) por Penicillium sp.
em semente de soja também foi maior que a obtida com sabugo de milho neste trabalho
(GERMANO et al., 2002).

2.3.1.3. pH 6timo e de estabilidade

O efeito do pH na atividade da xilanase, investigado na faixa de pH 3,0 a 8,5, e o efeito
do pH na estabilidade da xilanase, investigado na faixa de pH 3,5 a 11.0, estdo apresentados
na Figura 2.4.
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A xilanase apresentou uma atividade 6tima no pH 5.0 (Figura 2.4 A). Este pH 6timo foi
o mesmo relatado por Gomes; Gomes; Steiner (1994) para o fungo T. aurantiacus em
fermentacdo submersa e por Da-Silva et al. (2005) em fermentacdo em estado soélido.
Trabalhos com outros fungos Paecilomyces thermophila, Thermomyces lanuginosus CBS
288.54 e Acrophialophora nainiana relatam um pH 6timo para xilanase maior que o encontrado
neste trabalho, pH 7.0 (LI et al., 2006; LI et al., 2005; SALLES et al., 2002).
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Figura 2.4. Efeito do pH sobre a atividade (A) e a estabilidade (B) da xilanase. Tampéao acetato (pH 3,0 a
5,5), MES (pH 6,0 a 7.0), TAPS (pH 7,5 a 8,5) e Glicina -NaOH (9,0 a 11,0).

Apos 24 h de incubagao a 25°C, a enzima reteve cerca de 90% da atividade enzimatica
inicial (Figura 2.4 B) na faixa de pH 4,0 a 10,0. Em pH 3,5 e pH 10,5 a enzima reteve 62% e
44% da atividade inicial, respectivamente. Trabalhos anteriores realizados com fungos
termofilicos Paecilomyces thermophila e Thermomyces lanuginosus CBS 288.54, mostraram
uma faixa de estabilidade para xilanase entre pH 6,0 a 11,0 e pH 6,5 a 10,0, respectivamente
(LI et al., 2006; LI et al., 2005).

2.3.1.4. Temperatura 6tima e de estabilidade

O efeito da temperatura sobre a atividade e a estabilidade da xilanase foi investigado na
faixa de temperatura de 40 a 85°C, e estao representados na Figura 2.5.

O efeito da temperatura na atividade da xilanase foi determinado em pH 5,0 tampao
acetato 0,1 M e nas temperaturas, entre 40°C e 85°C. A atividade 6tima da xilanase foi
observada a temperatura de 75°C (Figura 2.5 A). Esta temperatura étima foi igual a relatada
por Da-Silva et al. (2005a), mas foi menor que a relatada por Gomes; Gomes; Steiner (1994)
para o T. aurantiacus, que foi de 80°C.

Outros fungos termofilicos Paecilomyces thermophila e Thermomyces lanuginosus CBS
288.54 também apresentaram uma temperatura 6tima para xilanase de 75°C (LI et al., 2006; LI
et al., 2005). Quando a atividade foi determinada a 50°C, a qual é rotineiramente usada para
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ensaios de atividades de fungos mesofilicos, a atividade da xilanase foi de 51% do valor obtido
na temperatura de 75°C.
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Figura 2.5. Efeito da temperatura sobre a atividade (A) e a estabilidade (B) da xilanase.

A estabilidade da xilanase (Figura 2.5 B) foi mantida em uma ampla faixa de
temperatura, exibindo em torno de 80% da atividade total entre as temperaturas de 40°C a
70°C, comecando a sofrer forte desnaturacdo a partir de 70°C. Na temperatura de 75°C a
enzima reteve apenas 18% da sua atividade méaxima. Esta temperatura de estabilidade foi
maior do que a relatada por Da-Silva et al. (2005a) para o mesmo microrganismo onde a
xilanase foi estavel até 60°C e a 70°C reteve apenas 22% da atividade total.

Outros pesquisadores trabalhando com caracterizagdo fisico-quimica de xilanase
isolada de varios fungos termofilicos observaram temperaturas de estabilidade entre 50°C e
65°C (KHANDEPARKAR; BHOSLE, 2006; DAMASO; ANDRADE; PEREIRA-JR, 2002;
SANDRIM et al., 2005; REIS; COSTA; PERALTA, 2003; LI et al., 2005).

Nossos resultados indicam que a xilanase produzida por T. aurantiacus CBMAI 756 tem
potencial para aplicagéo industrial em processos que requerem temperaturas elevadas, todavia
a desnaturacdo acima de 70°C indica que a enzima sera inativada apds a temperatura de
forneamento tiver inativado a levedura. Isto garante que nao havera acumulo de produto de
hidrélise apds a morte térmica da levedura. As enzimas termoestaveis apresentam vantagens
por poderem ser mais facilmente estocadas, manipuladas e transportadas sem problemas de
perdas de atividades.

2.3.2. Aplicacao do extrato enzimatico no gluten

A Tabela 2.2 apresenta o efeito dos diferentes extratos enzimaticos sobre as proteinas
do gluten do trigo. Os extratos parcialmente purificados foram padronizados pelo nivel de
xilanase (60 U/mL). A integridade do gluten é importante para preservar o volume e a textura
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do pao. A presenca elevada de protease no extrato enzimatico pode prejudicar a qualidade do
pao.

O extrato enzimatico obtido por meio da fermentacdo em sabugo de milho resultou em
gliten com um volume especifico maior (Figura 2.6) do que o controle (ndo tratado com extrato
enzimatico). A atividade proteolitica deve ser minima ou ausente quando um tratamento
enzimatico for realizado em produtos de panificacdo, uma vez que essa enzima atua na
degradacao do gluten. O extrato enzimatico obtido da fermentacdo com sabugo de milho
apresentou a menor atividade proteolitica entre os extratos estudados e esse resultado ficou

demonstrado pela integridade do gliten em relagdo aos demais extratos empregados.

Tabela 2.2. Efeito dos diferentes extratos enzimaticos concentrados sobre as proteinas do gluten de
trigo.

Porcentagem de

) Volume especifico alteracio do Protease Xilanase
Gluten (mL/g) ¢ (U/mL) (U/mL)
volume
I- Controle 9,7 - -
II- Farelo de trigo 4,6 (-53%) 40 60
Ill- Sabugo de milho 10 (+3,1%) 4 60
IV- Palha de milho 6.8 (-29,9%) 50 60
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Figura 2.6. Efeito da protease do extrato enzimatico no gluten. Ordem da esquerda para direita (I-
controle, |- farelo de trigo, Ill- sabugo de milho e IV- palha de milho).

As proteinas do gliten, gliadina e glutenina, apresentam uma funcionalidade
importantissima em produtos de panificagdo, pois afetam as caracteristicas de mistura,
extensibilidade e elasticidade da massa. As diferengcas na qualidade e quantidade das
proteinas do gluten tém importancia crucial no processo de panificagcdo. A rede de gluten é
responsavel pela estruturagdo da massa por reter o CO, produzido pelo metabolismo das
leveduras que fermentam os agucares presentes na massa (HE; HOSENEY, 1991; JAN; ELLIS;
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SCHOFIELD, 1995). Por isso a manutencdo da integridade do gliten é fundamental para o
crescimento da massa.

Experimentos realizados usando uma mistura de farinha de trigo e gluten comercial
mostraram um aumento significativo no volume e altura do pado (BORLA et al., 2004). Outros
estudos mostram que a alta atividade proteolitica da farinha de trigo afeta negativamente o
processo de panificacdo pela progressiva diminuicdo da resisténcia do gluten (KARA; SIVRI;
KOKSEL, 2004).

Deste modo o cultivo do fungo Thermoascus aurantiacus CBMAI 756 em sabugo de
milho resultou num extrato enzimatico adequado para panificagdo. Apresentou uma excelente
atividade xilanolitica e baixas atividades proteoliticas e amiloliticas, perfil enzimatico adequado
no coquetel a ser empregado no processo de panificagao.

Antes da aplicacao da xilanase na farinha para o estudo das caracteristicas reolégicas e
da aplicagdo no pao para andlise do efeito da enzima na qualidade e no processo de
envelhecimento do pao, o extrato bruto foi parcialmente purificado.

O extrato enzimatico bruto obtido por meio da fermentacao sélida em sabugo de milho
foi submetido a precipitagdo com alcool etilico (75%), com 80,7% de xilanase recuperada. Os
dados da purificacdo parcial da xilanase estao resumidos na Tabela 2.3.

Tabela 2.3. Purificacdo parcial da xilanase produzida em FES a 50°C sobre sabugo de milho pelo
Thermoascus aurantiacus CBMAI 756.

Xilanase Proteina Atividade

Volume e Produgéao Fator
total total especifica S
mL % Purificacao
(ml) (L) (mg) (Umg) (%) ¢
Extrato bruto 300 53.700 338,4 158,7 100,0 1,0
Precipitado alcool 4,2 10.366 18,9 547,3 80,7 3,5

etilico (75%)

2.3.3. Producao e purificacao parcial da ciclodextrina glicosiltransferase

Microrganismos alcalofilicos sdo seres vivos que apresentam um bom crescimento e
desenvolvimento metabdlico em pH elevado, acima de 9,0 como o Bacillus clausii E16.

A produgao de CGTase pela bactéria alcalofilica Bacillus clausii E16 ap6s 48 horas de
incubagcao a 35°C foi de 2,78 U/mL, usando como fonte de carbono amido soluvel. Ap6s a
concentracao do extrato bruto por ultrafiltracéo, obtivemos uma atividade de 25,6 U/mL.

Trabalhando com o mesmo meio de cultura otimizado Alves-Prado et al. (2007)
conseguiram uma atividade de CGTase de 5,9 U/mL apds 48 horas de fermentacao, usando o
mesmo microrganismo.

Da-Silva et al. (2005b) trabalhando no Laboratério de Bioquimica e Microbiologia
Aplicada desta Universidade realizaram a purificacdo e caracterizacdo da CGTase produzida
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pelo Bacillus clausii E16 que apresentou massa molecular estimada em 75 kDa e uma
atividade étima na temperatura de 55°C e no pH 6,0, o que sugere que esta CGTase necessita
de um pH neutro para realizar a reag¢ao de ciclizagao.

Bonilha et al. (2006) otimizando a producado de CGTase a partir da bactéria Bacillus
licheniformis usando como fontes de carbono amido de batata, amido de mandioca e
amilopectina conseguiram uma atividade de 0,16 U/mL, 0,10 U/mL e 0,08 U/mL, para os
respectivos substratos citados acima.

O extrato enzimatico bruto obtido por meio da fermentacdo submersa foi submetido a
ultrafiltragcéo, com 94,2% de CGTase recuperada. Os dados da purificacao parcial da CGTase
estéo resumidos na Tabela 2.4.

Tabela 2.4. Purificagao parcial da CGTase produzida por fermentagdo submersa a 35°C pela bactéria
Bacillus clausii E16.

CGTase Proteina Atividade

Volume o, Produgéao Fator
total total especifica o
mL % Purificagcéo
(mt) (L) (mg) (UImg) (%) ¢
Extrato bruto 1300 3.614 4.076 0,88 100,0 1,0
Ultrafiltrag&o 135 3.407 527 6,5 94,2 6,6

O extrato bruto foi concentrado 9,6 vezes por ultrafiltragdo em membrana de 10 kDa,
apresentando uma atividade especifica de 6,5 U/mg.

Estudos de producéo e purificagdo parcial de CGTase pelos microrganismos Klebsiella
pneumoniae AS-22 e Bacillus firmus, cujos extratos enzimaticos foram submetidos a
ultrafiltracdo em membranas de 25 e 30 kDa, apresentaram atividades especificas de 13 U/mg
e 8,8 U/mg, respectivamente. Esses valores sdo maiores que o0s encontrados neste estudo. A
taxa de recuperacédo da CGTase nos extratos concentrados foi semelhante a encontrada neste
trabalho 93% e 91,5%, respectivamente (GAWANDE; PATKAR, 2001; SAVERGAVE et al.,
2008).

Outros microrganismos alcalofilicos como Bacillus sp. CGll e Bacillus sp. G1 produzidos
usando como fonte de carbono amido de batata (1,5%) e dextrina apresentaram atividades
especificas de CGTase de 12,0 U/mg e 42,16 U/mg, respectivamente. Nestes trabalhos os
extratos foram parcialmente purificados com sulfato de aménio 70%, sendo recuperado apenas
39,53% da CGTase no extrato produzido pelo microrganismo Bacillus sp. G1 (FREITAS et al.,
2004; SIANA et al., 2005).

A atividade amilolitica observada no extrato parcialmente purificado é realmente devido
a acdo da CGTase. Dosagens enzimaticas para verificar a presenca de a-amilase e

glucoamilase foram realizadas e estas enzimas ndo estavam presentes neste extrato.
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2.4. Conclusao

O fungo Thermoascus aurantiacus CBMAI 756 exibiu uma variagdo no perfil
enzimatico de acordo com cada substrato usado no seu cultivo. O substrato que resultou no
melhor perfil enzimatico para o uso em panificagdo foi o sabugo de milho, porque esse
extrato enzimatico exibiu alta atividade xilanolitica e baixa atividade amilolitica e proteolitica.
Este perfil € adequado para experimentos de panificacdo, porque implica em baixa
degradacao de amido e do gliten e alta solubilidade da xilana, contribuindo para a qualidade
do pao. As caracteristicas fisico-quimicas do extrato bruto da xilanase produzido pelo
Thermoascus aurantiacus em sabugo de milho, revelou que a enzima apresenta um pH étimo
de 5,0, perto do pH da massa do pdo. A temperatura étima foi alta, mas a enzima foi
desnaturada em pH acima de 70°C e também permaneceu estavel em uma ampla faixa de
pH (4,0-10,0).

O extrato produzido pela bactéria Bacillus clausii E16 apresentava a enzima de

interesse, CGTase, mas estava livre das enzimas amiloliticas a-amilase e glucoamilase.
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3.1. Introducao

O envelhecimento do pdao é um fenbmeno complexo, que ocorre durante seu
armazenamento em funcao, principalmente, da migracdo de agua e das transformagdes que
ocorrem no amido durante este periodo. As alteragbes relacionadas com o envelhecimento do
pao incluem aumento da umidade da crosta (perda da crocéncia), aumento da cristalinidade do
granulo de amido, aumento da firmeza do miolo, perda das propriedades organolépticas do pao
e da capacidade de hidratacdo do miolo (HOSENEY, 1984; GRAY; BEMILLER, 2003;
RIBOTTA; BAIL, 2007).

O mecanismo de envelhecimento dos paes vem sendo estudado ha varios anos, mas
até o momento sua completa elucidacdo nao foi alcangada. Durante anos, acreditou-se que a
retrogradacao da amilopectina era o Unico fendmeno responséavel pelo aumento da firmeza do
miolo durante o armazenamento dos paes. De acordo com Zobel e Kulp, (1996) durante este
periodo, a amilopectina vai se reorganizando através da formacdo de duplas hélices
(retrogradacdo) em uma estrutura mais cristalina, conferindo maior rigidez ao granulo
intumescido e ao material intergranular promovendo assim, maior firmeza do miolo do pao. No
entanto, varios autores concordam que o envelhecimento do pao nao é fungdo apenas da
retrogradacdo da amilopectina (MALEKI, HOSENEY, MATTERN (1980); HE, HOSENEY
(1990); MARTIN, ZELEZNAK, HOSENEY (1991); MARTIN, HOSENEY (1991). De acordo com
Martin, Zeleznak, Hoseney (1991), o aumento da firmeza do miolo dos pées ocorre devido as
interacbes entre o granulo de amido remanescente da gelatinizagdo e o gliten. Sabe-se
também que a prevencao da perda de agua do miolo para a crosta pode retardar o processo de
envelhecimento do pao (PIAZZA, MASI, 1995).

Alteracbes no amido e no gliten durante o armazenamento levam a perda e/ou
redistribuicdo da agua no sistema. No entanto, apesar de terem preservado a umidade durante
0 armazenamento, paes sem crosta continuaram a apresentar aumento da firmeza do miolo
(HE, HOSENEY, 1990). Portanto, o entendimento das interacées amido-agua e gluten-agua
ainda sao controversos e necessitam de estudos complementares.

Tradicionalmente o pao é produzido a partir da farinha de trigo. O principal constituinte
da farinha de trigo é o amido, porém proteinas, lipidios e polissacarideos nao amilaceos como
as arabinoxilanas também influenciam na processabilidade e qualidade do produto final
(GOESAERT et al, 2005). As arabinoxilanas (AX) da farinha de trigo sdo classificadas em
arabinoxilanas extraidas com agua (water-extractable arabinoxylan - WE-AX) e arabinoxilanas
nao extraidas com agua (water-unextractable arabinoxylan - WU-AX). (COURTIN; DELCOUR,
2002). Nos cereais esses polimeros sao constituidos de uma cadeia principal formada por

unidades de D-xilopiranosil unidas por ligagcdes glicosidicas 3-1,4, podendo ser substituidas em
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varios graus por moléculas de L-arabinose ligadas ao carbono C-2 e/ou C-3 da xilose por meio
de ligagdes glicosidicas a-1,2 e/ou a-1,3 (KULKARNI; SHENDYE; RAO, 1999; LI et al., 2000).

As industrias de panificacdo vém empregando diversos agentes com a finalidade de
reduzir o envelhecimento de paes, entre eles, as enzimas vém recebendo atencdo especial.
Enzimas que hidrolisam os polissacarideos nao amiladceos como as xilanases, tém mostrado
efeitos benéficos melhorando as propriedades reolégicas da massa, o volume especifico do
pao, a textura do miolo e reduzindo a taxa de envelhecimento (MARTINEZ-ANAYA; JIMENEZ,
1997; LAURIKAINEN et al, 1998; SHAH; SHAH, MADAMWAR, 2006; CABALLERO, GOMEZ,
ROSELL, 2007). No entanto, a maioria dos estudos mostra a agcao de xilanases mesofilicas e
pouco se encontra sobre a aplicagdo de xilanases termofilicas. A vantagem do uso de enzimas
termoestaveis adviria da sua acao continuada durante a etapa de forneamento, momento de
maior atividade. Estudos recentes usando endoxilanase termofilica recombinante permitiram
aos autores constatarem a reducado da firmeza do miolo e da retrogradacdo da amilopectina
durante o armazenamento (JIANG et al., 2005; JIANG; BAIL; WU, 2007). Em um estudo
recente foi verificado que o fungo termofilico Thermoascus aurantiacus € um bom produtor de
xilanase termoestavel (DA-SILVA et al., 2005).

Segundo Courtin, Delcour, 2001 xilanases que preferencialmente atacam o substrato
WU-AX, causam um impacto positivo sobre as propriedades da massa € volume do pao.
Assim, hoje o grande desafio é obter xilanases que atuem sobre as WU-AX, modificando sua
estrutura e funcionalidade.

O efeito das xilanases sobre a taxa de envelhecimento de paes é ainda incompleto, no
que diz respeito ao processo em si e ao mecanismo de acao dessas enzimas. O objetivo deste
trabalho foi estudar a influéncia da xilanase termoestavel, presente no extrato parcialmente
purificado produzido pelo fungo termofilico Thermoascus aurantiacus CBMAI 756, no processo
de envelhecimento do pédo de trigo, bem como identificar sua especificidade e os produtos
liberados da sua agéo sobre as arabinoxilanas.

3.2. Material e Métodos

3.3.1 Material

Farinha de trigo obtida da moagem de gréos duros, adequada para producdo de pao,
gentilmente doada pelo moinho Sete Irmaos (Uberlandia, Brasil), foi usada neste trabalho.
Outros ingredientes para confecgdo dos paes foram obtidos do comércio local (Sdo José do
Rio Preto, Brasil). Bentonite obtida da Acros Organics, (New Jersey, USA) e etanol anidro
obtido da Synth (Diadema, Brasil) foram utilizados para o isolamento das arabinoxilanas. Todos
0s outros reagentes utilizados foram puros para andlise. Os padrdoes cromatograficos grau
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HPLC, arabinose e xilose foram adquiridos da Fluka (Madrid, Espanha) e o padrao de glicose
foi obtido da Sigma Aldrich (St. Louis, USA). Os padrdes dos xilooligossacarideos com DP 2-6
(X2-Xg) foram adiquiridos da Megazyme (Bray, Irlanda).

3.3.2 Métodos

3.3.2.1. Enzimas

A enzima utilizada neste estudo foi a xilanase parcialmente purificada, produzida pelo
fungo Thermoascus aurantiacus CBMAI 756. O extrato enzimatico contendo xilanase estava
livre das enzimas amiloliticas a-amilase e glucoamilase. A enzima a-amilase (Aspergillus
oryzae) foi gentilmente fornecida pela Granotec, (Curitiba, Brasil) e a amiloglicosidase foi
isolada de Saccharomyces cerevisiae geneticamente modificado no Laboratério de Bioquimica
e Microbiologia Aplicada da Universidade Estadual Paulista (Sdo José do Rio Preto, Brasil).

As atividades da xilanase e da endoglucanase (CMCase) foram determinadas pela
incubacao de 0,1 mL da solugdo enzimatica apropriadamente diluida com 0,9 mL de solugao
contendo 0,5% de xilana birchwood (Sigma) e da solucdo de carboximetilcelulose (40,0 g/L)
(CMC-Sigma C5768), em tampao acetato 0,10 M, pH 5,0). Apds a incubagdo a 60°C por 10
min, 1 mL de acido dinitrosalicilico (DNS) foi adicionado para completar a reacdo. Os aglcares
redutores liberados da reacao foram determinados de acordo com Miller (1959). Uma Unidade
Internacional (IU) de atividade enzimatica foi definida como 1 pmol de equivalente de xilose
(xilanase) ou glicose (CMCase) liberada por minuto dentro das condigbes de ensaio
mencionadas acima, utilizando curvas padrao de xilose e de glicose, respectivamente.

A atividade da P-glicosidase foi determinada pela incubagdo de 50 uL do extrato
enzimatico em 250 puL de tampao acetato 0,1 M, pH 5,0 e 250 puL de 4-nitrofenol B-D-
glicopiranosideo 4 mM (PNPG, Sigma). A reagao foi mantida a uma temperatura de 60°C por
10 min. A reacdo enzimatica foi paralisada pela adi¢cao de 2 mL de carbonato de sédio 2 M e o
nitrofenol liberado, foi quantificado por espectrofotometria a 410 nm. Uma unidade de atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de

nitrofenol por minuto de reacéo.

3.3.2.2. Composicao centesimal da farinha de trigo

Os teores de lipidio bruto, proteina bruta e cinzas da farinha de trigo foram
determinadas pelos métodos 30-10, 46-12 e 08-12, respectivamente, dos Approved Methods of
the American Association of Cereal Chemists (AACC) (2000). Para o calculo do teor de

proteina foi usado um fator de Nx5,7. O contelido de agua da farinha de trigo foi analisado com
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o auxilio de um analisador de umidade por infravermelho (AND — modelo MX-50). Amostras de
1 g de farinha foram usadas para a analise. Todas as analises foram realizadas em ftriplicata. O
teor de carboidratos foi determinado por diferenca. O conteddo de fibra alimentar total foi
determinado de acordo com Horwitz (2005) e Prosky et al. (1984).

Os parametros alveograficos e de indice de gluten constam do laudo técnico da farinha
de trigo fornecida pelo Moinho Sete Irmaos. Os parametros alveograficos foram: pressao
maxima (P=133 mmH,0), abscissa média de ruptura (L=76 mm), indice de inchamento
(G=19,4), energia de deformacao da massa (W=386 10E-4J) e indice de configuracao da curva
(P/L=1,75). Os parametros de indice de glaten foram: Gl=gliten index (96,39%), GU=gluten
Umido (29,65%) e GS=gluten seco (10,44%).

3.3.2.3. Atividade da a-amilase na farinha (Stirring number — SN)

A capacidade da a-amilase em interferir na viscosidade da farinha de trigo foi
determinada utilizando um Réapido Viscoanalisador (Rapid Visco Analyser - RVA-4, Newport
Scientific, Australia), de acordo com o método 22-08 da AACC (2000). Suspensobes de 3,5 g de
farinha de trigo (para 14% de umidade) com 25 mL de 4gua deionizada foram colocadas em
recipientes de aluminio préprios do equipamento e acoplados ao RVA. A temperatura de
analise foi de 95°C e foram necessarios 3 minutos para completar o experimento. Durante todo
o experimento o RVA manteve as suspensdes sob agitacdo a 160 rpm. O programa
Termoclines for Windows foi utilizado para o processamento dos resultados. O experimento foi
realizado em duplicata.

3.3.2.4. Acao da xilanase nas caracteristicas reoldgicas e nas propriedades
térmicas da farinha de trigo

3.3.2.4.1. Propriedades farinograficas

As concentragbes de xilanase usadas neste estudo foram determinadas a partir de
testes preliminares avaliando-se o volume especifico dos paes.

A qualidade da farinha de trigo, essencialmente a resisténcia da massa a mistura é
determinada por suas propriedades reoldgicas em particular pela viscosidade. As propriedades
farinograficas da farinha de trigo controle e adicionadas de 20U, 35U e 50U de xilanase por 100
g de farinha foram determinadas utilizando um farinégrafo Brabender (Brabender, Duisburg,
Alemanha), de acordo com o método 54-21 da AACC (2000). Na primeira etapa foi
determinada a quantidade de agua necessaria para que o centro da banda atingisse 500 UF
(curva de titulacao). Na segunda etapa 300 g de farinha de trigo (para 14% de umidade) foi
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colocada na caixa misturadora e misturada por 1 minuto. Em seguida foi adicionada agua
contendo a xilanase (quantidade pré-determinada durante a curva de titulacdo) a temperatura
de 30°C, a caixa foi tampada e a massa foi misturada por 20 minutos. Durante todo o
experimento o farinégrafo manteve as massas sob agitacdo a 63 rpm.

3.3.2.4.2. Propriedades extensograficas

As propriedades da massa de resistir a extensdo quando a mesma é esticada a uma
velocidade constante foi determinada nas massas elaboradas com farinha de trigo controle e
adicionadas de 20U, 35U e 50U de xilanase por 100 g de farinha utilizando um extensografo
Brabender (Brabender, Duisburg, Alemanha), de acordo com o método 54-10 da AACC (2000).
Na primeira etapa 300 g de farinha de trigo (para 14% de umidade) foi colocada na caixa
misturadora do farinégrafo e misturada por 1 minuto. Em seguida foi adicionada agua contendo
a xilanase, e 2% de sal a temperatura de 30°C e misturada durante 1 minuto. A quantidade de
agua adicionada inicialmente foi 4% menor em relacao a obtida anteriormente na titulacdo da
massa sem sal (testes farinograficos). As massas que apresentaram consisténcia superior a
500 UF foram adicionadas de agua até atingirem a consisténcia étima (500 UF). Depois de um
descanso de 5 minutos para o desenvolvimento da massa, a mesma foi misturada durante dois
minutos. Na segunda etapa a massa foi dividida em duas porgdes de 150 g cada e no
extensografo as massas foram boleadas, cilindradas e colocadas no suporte de prova. A cada
periodo de 45, 90 e 135 minutos as mesmas massas foram submetidas a prova de extenséo, e
novamente foram boleadas, cilindradas e armazenadas na cabine de descanso a uma
temperatura de 30°C. Os calculos foram realizados a partir das duplicatas referentes ao tempo
de descanso de 135 minutos.

3.3.2.4.3. Propriedades de pasta

A qualidade do empastamento do amido da farinha, em particular a sensibilidade do
amido a a-amilase enddégena da farinha de trigo controle e das adicionadas de 20U, 35U e 50U
de xilanase por 100 g de farinha foram determinadas utilizando um Rapido Viscoanalisador
(Rapid Visco Analyser - RVA-4, Newport Scientific, Australia), de acordo com o método 76-21
da AACC (2000). O perfil utilizado foi o padrao 1 (Standard 1). Suspensées de 3,5 g de farinha
de trigo (para 14% de umidade) com 25 mL de agua deionizada contendo xilanase foram
colocadas em recipientes de aluminio préprios do equipamento e acopladas ao RVA. No inicio
da analise, o RVA foi mantido a 50°C durante 1 minuto; ap6s este tempo, aqueceu a uma razao
de 13°C/minuto até atingir 95°C e permaneceu nesta temperatura por 2,7 minutos; entao
resfriou até 50°C também a 13°C/minuto e permaneceu nesta temperatura até o final da
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andlise. Foram necessarios 13 minutos para completar o experimento. Durante todo o
experimento o RVA manteve as suspensdes sob agitacao a 160 rpm. O programa Termoclines
for Windows foi utilizado para o processamento dos resultados. Todas as determinagdes foram
realizadas em duplicata.

3.3.2.4.4. Propriedades térmicas

As propriedades térmicas da farinha de trigo controle e das adicionadas de xilanase
(20U, 35U e 50U/100 g de farinha) foram determinadas utilizando um Calorimetro Diferencial
de Varredura (Differential Scanning Calorimeter — DSC, Pyris 1 Perkin EImer, USA) de acordo
com método descrito por Haros et al. (2002), com modificagbes. Amostras de 3 mg em base
seca de farinha foram pesadas recipientes de aluminio proprios para o equipamento (marca
Perkin Elmer), misturadas com 9 pL de agua deionizada com e sem enzima e seladas em
aparelho acessério do DSC. Apos os recipientes selados serem mantidos por 2 horas em
temperatura ambiente, foram colocados no equipamento e aquecidos a uma razdo de
5°C/minuto de 25°C a 125°C. Um recipiente de aluminio vazio foi utilizado como referéncia. As
temperaturas de transigédo (inicial, de pico e final) e a variagdo de entalpia da farinha foi
determinada utilizando o software Pyris 1 da Perkin EImer, EUA. As panelinhas com a farinha
de trigo gelatinizada (amido) foram armazenadas a 4°C por 3, 5, 7 e 10 dias para o estudo da
influéncia da xilanase e da CGTase sobre a retrogradacao da amilopectina. A temperatura de
4°C foi escolhida para acelerar o processo de retrogradacdo da amilopectina. Todas as

andlises foram realizadas em triplicata.

3.3.2.5. Producao de pao

3.3.2.5.1. Método de panificacao

A quantidade de agua adicionada foi determinada de acordo com a absor¢do de agua
da farinha determinada em farinégrafo (Brabender) e descrita no laudo técnico da farinha,
fornecido pelo Moinho Sete Irméos. A xilanase nas concentragdes de 20U, 35U e 50U
xilanase/100 g de farinha foram adicionadas a agua a 50°C para ativacdo da enzima
(termoestavel). Como os resultados obtidos ndo foram satisfatérios, a adicdo de xilanase na
agua de panificacdo a temperatura ambiente, fez-se uma ativacdo prévia da enzima
termoestavel a 50°C/10 min. na agua de panificagcdo. Apos este periodo a temperatura da agua
foi reduzida para 40°C para o preparo do pao, para evitar uma pré-gelatinizacdo do amido
antes do forneamento. A enzima foi dissolvida na agua para garantir o amplo acesso em toda a

massa.
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A massa do pao foi formulada com farinha de trigo, fermento biol6gico seco
(Saccharomyces cerevisiae) (2%), sal (1,5%), agucar (4%), gordura vegetal hidrogenada (3%) e
agua (60%). As porcentagens (%) foram usadas em relagdo ao peso da farinha. Nos paes
adicionados de xilanase parcialmente purificada nas concentragées de 20, 35 e 50 U/100 g de
farinha, a enzima foi dissolvida na agua usada para a producao dos paes, para garantir seu
amplo acesso em toda a massa durante o processo de mistura. A farinha, o agucar, a gordura
vegetal e parte da agua foram adicionadas e misturadas por 1 min em batedeira planetaria
(Lieme, BP-12SL, Brasil). O restante da agua com o fermento foi adicionado e misturado por
mais 1 min. Por Gltimo, o sal foi adicionado a massa, € a mesma foi misturada por 15 min para
o desenvolvimento do gluten. A massa descansou por 10 min e foi dividida em porgdes de 100
g sofrendo um novo descanso de 15 min antes de ser cilindrada e modeladam mecanicamente
(Universo, MQ, Brasil), e enformada (formas 15x8 cm). O descanso final, a 32°C por 1 h foi
necessario para o crescimento adequado da massa. O forneamento foi realizado a 180°C
(forno turbo 240 classic, Pasiani, Brasil) por 10 min. Em seguida os paes foram esfriados por
duas horas, a temperatura ambiente, antes dos testes de avaliacdo. Para o estudo do
envelhecimento os paes foram armazenados em embalagens de polietileno e estocados a 4°C
durante 10 dias.

3.3.2.5.2. Avaliacao do volume e pH da massa

O aumento do volume das massas durante a fermentagao foi determinado de acordo
com o método 22-14 da AACC (2000) e foi calculado como a relacao entre o volume final e o
volume inicial da massa multiplicado por 100. O pH das massas foi determinado
potenciometricamente (Marconi, Brasil).

3.3.2.5.3. Avaliacao do volume do pao

O volume dos paes foi determinado apés 2 h do término do forneamento de acordo com
o método 10-05 da AACC (2000), por deslocamento de sementes. O volume especifico foi
calculado como a relagdo volume/peso (cm® g™).

3.3.2.6. Estudo do envelhecimento do pao

Para o estudo do envelhecimento, os paes apds o forneamento foram resfriados a
temperatura ambiente por 2 horas antes de serem armazenados em embalagens de polietileno
e estocados a 4°C por 10 dias. As analises do contetdo de agua, firmeza e de retrogradacao
da amilopectina dos paes controle e adicionados de xilanase descritas abaixo foram realizadas
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nos dias 0, 3, 5, 7 e 10. Durante esse tempo, os paes foram armazenados a uma temperatura
de 4°C. Os paes foram mantidos a temperatura ambiente por 30 minutos antes de serem

analisados.

3.3.2.6.1. Conteudo de agua do miolo e da crosta do pao

O contetdo de agua do miolo e da crosta dos paes durante o armazenamento foi
analisado com o auxilio de um analisador de umidade por infravermelho (AND, modelo MX-50,
Japao). Amostras de 1 g de miolo (parte central) e da crosta (parte superior) foram usadas para
a andlise. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

3.3.2.6.2. Avaliacao da firmeza do miolo do pao

A firmeza do miolo dos paes foi determinada usando um texturébmetro (modelo - TA-
XT2i, Stable Micro Systems) de acordo com o método 74-09 da AACC (2000), usando o perfil
de analise de textura “TPA” (Texture Profile Analysis — TPA). A forca (Newton) maxima
requerida para comprimir um pedac¢o do miolo (25 mm de espessura) a 40% de sua altura
original, usando uma sonda circular (probe) de 2,5 cm de didmetro, com intervalos de 5
segundos entre cada compressao, foi determinada e usada como o valor da firmeza do miolo.
As amostras de miolo foram obtidas com o auxilio de um molde cilindrico, que permitiu a
retirada de pedacos de 2,5 cm de diametro da parte central dos paes.

3.3.2.6.3. Retrogradacao da amilopectina do miolo do pao

A retrogradacdo da amilopectina do miolo dos paes foi determinada utilizando um
Calorimetro Diferencial de Varredura (Differential Scanning Calorimeter — DSC, Pyris 1 Perkin
Elmer, USA) de acordo com Primo-Martin et al. (2007), com modificacbes. Amostras de 3 mg
de miolo foram pesadas em pequenos recipientes de aluminio proprios para o equipamento,
misturadas com 9 uL de agua deionizada e selados em aparelho acessério do DSC. Apéds os
recipientes selados serem mantidos por 2 horas em temperatura ambiente, foram colocados no
equipamento e aquecidos a uma razdo de 5°C/min. de 25°C a 125°C. Um recipiente de
aluminio vazio foi utilizado como referéncia. As temperaturas de transicdo (inicial, de pico e
final) e a variagdo de entalpia do miolo foi determinada utilizando o software Pyris 1 da Perkin
Elmer, EUA. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

3.3.2.7. Estudo da suscetibilidade enzimatica das arabinoxilanas da farinha de
trigo, frente a acao da xilanase
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3.3.2.7.1. Isolamento das arabinoxilanas da farinha de trigo

O isolamento das arabinoxilanas insoluveis em agua (WU-AX) foi realizado de acordo
com Loosveld; Grobet; Delcour, (1997) com modificacées. Farinha de trigo (250 g) foi
adicionada a 160 mL de agua e misturada por 15 min. em batedeira planetaria (Lieme, BP-
12SL, Caxias do Sul, Brasil). A massa foi lavada com 2500 mL de agua e esse volume foi
centrifugado a 50009/10 minutos a 15°C. Do precipitado, a camada escura denominada de
squeegee fraction (SQF), que contém as WU-AX, amido e proteinas, foi separada
manualmente da camada primaria de amido. A SQF foi dissolvida em 250 mL de agua e
centrifugada a 10.000g/10 minutos a 15°C. Este processo de fracionamento foi repetido varias
vezes para obter maiores quantidades de SQF. O SQF recuperado (400g) foi ressuspendido
em tampao acetato 0,1M, pH 4,5 (1:10 p/v) e aquecido a 90°C/10 minutos para gelatinizar o
amido. Uma mistura de a-amilase (10000U) e amiloglicosidase (80U) foi adicionada a amostra
que foi incubada a 50°C/48 horas para degradar o amido residual. Apds a incubagao, a amostra
foi passada por uma peneira (170 uM) e centrifugada a 10.000g/15 minutos a 15°C. O residuo
foi lavado seis vezes em agua para retirada de amido residual e proteinas sollveis. A amostra
foi fervida por 15 minutos para inativacado das enzimas, centrifugada como descrito acima e o
precipitado foi lavado duas vezes com etanol absoluto e seco em estufa com circulagéo de ar a
32°C.

O isolamento das arabinoxilanas soluveis em agua (WE-AX) foi realizado de acordo
com Frederix et al. (2004) com modificagdes. Farinha de trigo (200 g) foi aquecida a 130°C por
90 minutos em estufa com circulacao de ar para inativagcao das enzimas enddgenas. A farinha
foi dispersa em agua (1:10 p/v) a temperatura ambiente sob agitagdo constante por 90 minutos
e posteriormente centrifugada a 3000g/15 minutos. O sobrenadante foi recuperado e aquecido
a 90°C por 30 minutos, para precipitar as proteinas sollveis e para gelatinizar o amido. E
novamente centrifugado a 10.0009/15 minutos. O sobrenadante recuperado pela segunda vez
teve seu pH ajustado para 4,5 com HCI 0,01 M e uma mistura de a-amilase (7000U) e
amiloglicosidase (120U) foi adicionada a amostra que foi incubada a 50°C/12 horas para
degradacao do amido residual. Apds este periodo, as enzimas foram inativadas pelo calor e a
mistura centrifugada novamente. Uma aliquota do sobrenadante (100 mL) foi misturada a 0,2%
de bentonite (10 mL) para absorcdo das proteinas, e a mistura foi mantida sob agitacado
constante a temperatura ambiente por 30 minutos. Posteriormente a mistura foi centrifugada a
10.0009/20 minutos, filtrada em papel de filtro Whatmam (n®1) e o filtrado liofilizado usando-se
um Thermo Savant, Micro Modulyo (New York, USA) acoplado a uma bomba de pressao
(Savant VLP 200).

71



3.3.2.7.2. Acao da xilanase sobre as arabinoxilanas (WE-AX e WU-AX) isoladas da
farinha de trigo

As arabinoxilanas insollveis em agua (WU-AX) e as solluveis em agua (WE-AX) foram
incubadas com xilanase isolada do fungo Thermoascus aurantiacus CBMAI 756 para hidrolise.
Arabinoxilanas (3 mg/mL) em tamp&o acetato 0,1 M pH 5,0, foram adicionadas de 35U de
xilanase e foram incubadas a 32°C e 70°C por 0,5, 2, 4, 6, 8, 24 e 48 horas sob agitacado
constante. Amostras controle (sem enzima) foram preparadas e incubadas. As temperaturas de
32°C e 70°C foram usadas por serem as temperaturas de fermentacdo da massa e de
estabilidade da enzima, respectivamente. Amostras controle (sem xilanase) também foram
preparadas. Apds os periodos de incubacdo, as amostras foram centrifugadas a 9.000g/10
minutos e o sobrenadante recuperado. Posteriormente o sobrenadante foi fervido para a
inativagdo da xilanase pelo calor, e novamente o0 mesmo foi centrifugado como descrito acima.
Os produtos da reacao da xilanase foram congelados, para posteriormente serem analisados
por cromatografia de troca anidnica de alta eficiéncia com detector de pulso amperométrico
(HPAEC-PAD).

3.3.2.7.3. Analise dos produtos da reacao da xilanase sobre as arabinoxilanas

Os produtos da reacao da xilanase obtidos como descrito acima foram analisados num
sistema HPAEC-PAD (High Performance Anion Exchange Chromatography with Pulsed
Amperometric Detection) (ICS 3000, Dionex Corporation, EUA) equipado com amostrador
automatico AS-40 de acordo com Rantanen et al. (2007), com modificagcdes. Aliquotas das
amostras foram filtradas em membrana 0,22 um Milllex-GV (Milipore, USA) e injetadas (20 L)
nas colunas analiticas CarboPac PA-100 e CarboPac PA-1. Os potenciais empregados foram
‘standard quadruple’ com os seguintes pulsos de potenciais e duragdes: E; = 0.10 V (t, = 0.40
s); E, = -2.00 V (t, = 0.02 s); E3 = 060 V (3 = 0.01 s); E; = -0.10 V (& = 0,06 s). Os
xilooligossacarideos foram detectados e quantificados usando uma pré-coluna CarboPac PA-
100 e uma coluna analitica CarboPac PA-100 (4 x 250mm, Dionex, Sunnyvale, USA). Os
eluentes foram preparados com agua deionizada ultra pura e degaseificados com N,; os
eluentes utilizados na corrida foram: (A): 200 mM NaOH, (B): agua deionizada ultra pura (18
mQ.cm) e (C): 150 mM NaOH/500 mM acetato de sédio. A primeira fase da corrida foi
isocratica com eluigao de (-2,3-5.0 min: 50% B e 50% A) com um fluxo de 1 mL/minuto a 35°C.
A segunda fase da corrida foi um gradiente linear de eluicao de (5-25 min. de 44% A e 16% de
C). Uma etapa de limpeza foi realizada durante 5 min. com 100% do eluente C, no final de
cada corrida. Apés a corrida a coluna foi estabilizada por 10 min com as condigdes iniciais
(50% B, 50% A) fase isocratica, antes da préxima injecdo. Xilobiose e os xilooligossacarideos
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(X5-Xs) foram usados como referéncia. Na corrida realizada na coluna CarboPac PA-100 houve
a coeluicao da xilose e da glicose, ndo sendo possivel a quantificagdo do monossacarideo de
interesse, a xilose. Por esse motivo, os monossacarideos foram detectados e quantificados
usando uma pré-coluna CarboPac PA-1 e uma coluna analitica CarboPac PA-1 (4 x 250mm,
Dionex, Sunnyvale, USA). A corrida foi isocratica, com eluicdo de (-2.3-20 min: 95% B, 5% A)
com um fluxo de 1 mL/minuto a 35°C. Uma etapa de limpeza foi realizada durante 5 min. com
100% do eluente C, no final de cada corrida. Glicose (Gy), arabinose (A), e xilose (X;) foram
usados como referéncia. Os dados obtidos das amostras foram interpretados pelo software
Chromeleon, versdao 6.8 (Dionex Corporation, USA). As amostras foram analisadas em
duplicata.

3.3.2.8. Analise estatistica

O delineamento experimental adotado para os experimentos foi o inteiramente
casualizado (DIC), sendo os tratamentos compostos por duas a trés repeticbes. As analises de
volume e textura dos paes foram realizadas com 10 e 7 repeticoes, respectivamente. Os dados
foram avaliados através do programa ESTAT — Sistema para Andlises Estatisticas, versao 2.0,
abrangendo a andlise de comparacao de médias pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.3. Resultados e discussao

3.3.3. Composicao centesimal da farinha de trigo

A composicdo quimica da farinha de trigo usada neste trabalho foi fornecida pelo
Moinho Sete Irmaos esta apresentada na Tabela 3.1.

Segundo a Instrucdo Normativa n® 8, de 02 de julho de 2005 da ANVISA, entende-se
por farinha de trigo o produto elaborado com graos de trigo (Triticum aestivum L.) ou outras
espécies de trigo do género Triticum, ou combinagdes por meio de trituracdo ou moagem e
outras tecnologias ou processos. A granuldmetria da farinha de trigo ndo deve ser superior a
250 um. O presente regulamento ndo se aplica as farinhas elaboradas com graos de trigo da
espécie Triticum durum (BRASIL, 2005). O objetivo da moagem é separar as camadas
externas, incluindo a camada de aleurona, € 0 germe do endosperma, reduzindo seu tamanho
a particulas de farinha (SLUIMER, 2005).

Os dados da composicdo quimica da farinha mostram uma porcentagem de
carboidratos amilaceos (amido, maltose e dextrinas) de 71,07% e 3,50% de carboidratos néo-
amilaceos (fibra alimentar total). Entre os carboidratos ndo amilaceos estdo as hemiceluloses,
principalmente as arabinoxilanas (AX).
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Tabela 3.1. Composicdo quimica da farinha de trigo' (em %).

Componentes Porcentagem
Agua 11,74 £ 0,11
Carboidratos* 71,07 £0,10
Proteinas™* 11,78 £ 0,09
Fibra alimentar total 3,50 + 0,06
Lipideos 1,43 £0,02
Cinzas 0,48 + 0,01

j Cada valor representa a média de trés determinagées, base seca.
Determinado por diferenca.
** Fator Nx5,7.

A farinha de trigo geralmente consiste de aproximadamente 80% de amido, 12% de
proteinas, e o conteldo de arabinoxilanas varia de 2% a 3% (COLLINS et al., 2006).

O amido possui varias fungdes no processo de panificagdo entre elas a formagao da
estrutura do miolo de paes, bolos e biscoitos, e atua como substrato para as a-amilases e -
amilases endégenas da farinha para produzir aclcares fermentaveis que sao substratos para
as leveduras responsaveis pela fermentacao dos produtos a base de farinha de trigo. Durante a
metabolizacdo desses aguUcares as leveduras produzem e liberam gas carbdnico (CO,),
responsavel pela expansdo da massa influenciando a formagao da estrutura do miolo do pao.
O amido também serve de reservatério para a absorcao de agua por ser uma molécula
polihidroxilada, e como diluente para o gluten, contribuindo para as propriedades viscoelasticas
da massa (PIZZINATTO; ORMENESE, 1996; SAHLSTR@M; BAEVRE; BRATHEN, 2003).

Entre as farinhas de cereais, apenas a de trigo tem a habilidade de formar uma massa
forte, coesa, capaz de reter o gas carbdnico e produzir um produto esponjoso por meio da
formacéo de uma rede constituida pelas proteinas gliadinas e gluteninas denominada de gluten
(HOSENEY, 1991). A quantidade e a qualidade das proteinas da farinha de trigo influenciam a
qualidade dos produtos de panificacao fermentados (CABALLERO; GOMEZ; ROSELL, 2007).

Os teores de proteina da farinha de trigo encontrados neste trabalho (11,78%) foram
similares aos encontrados por Puppo; Calvelo; Amon (2005) e Jiang; Bail; Wu (2007) para
farinha branca. Entretanto, Jiang et al. (2005); Patel; Waniska; Seetharaman (2005)
encontraram teores de proteinas superiores de 14,0% e 13,0%, respectivamente para 0 mesmo
tipo de farinha. Todos os autores citados acima usaram a farinha de trigo no processo de
panificacao.

Essa diferenga no conteldo de proteina esta relacionada as diferentes variedades de
trigo, e a diferencas no processo de moagem dos graos. Para a legislacdo brasileira, a
Instrugdo Normativa n® 8, preconiza que o teor de proteina nao deverd ser inferior a 7,5% na
base seca, considerando o valor de Nx5,7 (BRASIL, 2005).
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O conteldo de proteina é um dos fatores usados para distinguir as variedades de trigo.
Os trigos classificados como mole sdo da variedade T. compactum, variedade que apresentam
baixo conteldo de proteina e sdo usados principalmente para a producao de bolos e biscoitos.
O trigo da variedade T. aestivum (duro) apresenta quantidades de proteinas ideais para
produgéo de produtos fermentaveis como o pao. Os trigos da variedade T. durum (durum) sao
caracterizados por apresentarem altas concentracbes de proteinas e sdo usados para a
producao de sémola e semolina para elaboracao de pastas (POMERANZ, 1988).

Segundo Sluimer (2005), durante a formacdo da massa as proteinas do trigo podem
absorver um pouco mais do que 0 seu proprio peso em agua, portanto, o aumento de 1% na
concentracdo de proteina, aumenta em 1% a absor¢do de agua da farinha. Deste modo, a
quantidade de proteina interfere na absorcdo de agua da farinha, alterando a formacao do
gluten durante o processo de mistura da massa.

O teor de cinzas encontrado neste trabalho foi inferior aos relatados na literatura por
Jiang et al. (2005) e Jiang; Bail; Wu (2007), que encontraram 0,65% e 0,60% de cinzas para
farinhas brancas, respectivamente. Segundo a Instrugdo Normativa n? 8, farinha de trigo tipo 1
€ aquela obtida a partir do cereal limpo, degerminado com o teor maximo de cinzas de 0,8%
na base seca, e o teor de agua do produto devera ser regulado pelas boas praticas de
fabricacdo nao podendo exceder a 15,0% (BRASIL, 2005).

As cinzas ou minerais sdo encontrados no farelo (camadas externas), principalmente na
camada de aleurona, e menos de 2% s&o encontrados no endosperma (PIZZINATTO;
ORMENESE, 1996).

O teor de cinzas da farinha de trigo esta diretamente relacionado a taxa de extracao.
Farinhas com alto teor de cinzas apresentam uma alta taxa de extragdo, estando esta ultima
relacionada a qualidade dos produtos de panificagcao (PIZZINATTO; ORMENESE, 1996). Paes
elaborados com farinha de trigo integral (taxa de extragao de 100%) apresentam caracteristicas
indesejaveis, como miolo escuro, devido a alta concentragdo de cinzas, e baixo volume
especifico, causado pela desestabilizacdo do gluten pelo farelo durante a fermentacdo. Por
outro lado, paes elaborados com farinhas do tipo “farinha branca” com taxa de extracéao entre
70% e 80% contém poucas particulas da camada de aleurona e consequentemente pouca
cinza. Os paes produzidos com esta farinha apresentam caracteristicas desejaveis como miolo
claro e poroso, alto volume especifico e caracteristicas organoléticas proprias do produto
(SLUIMER, 2005).

Com os dados da composicdo quimica da farinha e baseado na Instrugdo Normativa
n®8, pode-se afirmar que a farinha de trigo usada neste trabalho é a do tipo 1.
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3.3.4. Atividade da a-amilase na farinha (Stirring number — SN)

Produtos elaborados a base de farinha de trigo como paes, bolos, biscoitos € massas
requerem farinhas com caracteristicas tecnolégicas especificas. A atividade da a-amilase
endégena da farinha de trigo determina o poder diastatico das mesmas e é levada em
consideracdo no que se refere ao uso da farinha na elaboracdo dos produtos mencionados
acima, principalmente para a elaboragao de paes e outros produtos fermentaveis.

O poder diastatico da farinha pode ser determinado pelo teste de stirring number
(numero de agitagdo) ou pelo teste de “faling number”, pois, os dois testes estao
correlacionados.

O stirring number informa indiretamente a atividade da a-amilase endogena da farinha
capaz de degradar o amido em dextrinas e agucares fermentaveis. A a-amilase quebra
aleatoriamente as ligagdes glicosidicas a-1,4 das moléculas de amilose e amilopectina em
polimeros menores, causando uma redug¢ao da viscosidade da massa e um aumento no
numero de agitagdo (SN). A enzima atua lentamente no granulo de amido nativo, mas hidrolisa
rapidamente o amido danificado e/ou gelatinizado (ATWELL, 2001).

A farinha estudada neste trabalho apresentou um SN de 121, valor considerado adequado
para a produgéo de pées de acordo com o manual “Applications Manual for the Rapid Visco
Analyser” Newport Scientific (1998).

Em panificacdo, as a-amilases sdo necessarias para sustentar a producdo de acglcares
fermentaveis requeridos na etapa de fermentacdo. Quando a farinha possui altos niveis de a-
amilase, o amido danificado é extensamente degradado e as dextrinas formadas sdo mais
higroscopicas que o amido resultando numa massa € num miolo pegajoso (POMERANZ,
1988). Por outro lado, uma concentracdo muito pequena de a-amilase na farinha resulta em

paes com miolo seco e esfarelento pela falta de dextrinas.

3.3.5. Acao da xilanase nas caracteristicas reologicas e térmicas da farinha de
trigo

Para a determinacido das concentracdes de xilanase a serem usadas neste trabalho,
testes preliminares, usado diferentes concentracoes de enzimas na producédo de paes foram
realizados. Os dados obtidos do volume especificos dos paes foram usados para determinar as
melhores concentracdes de xilanase. Ficou estabelecido as concentracdes de 20U, 35U e 50U
de xilanase/100 g de farinha. Concentra¢des maiores foram testadas, mas descartadas devido
a diminuicao do volume dos paes em relagdo aos paes controle.
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3.3.5.1. Propriedades farinograficas

As andlises farinograficas avaliam o comportamento da farinha durante o processo de
mistura da massa, permitindo classifica-la quanto a sua forca e ao seu uso adequado. A
Tabela 3.2 apresenta os parametros farinograficos caracteristicos da farinha com diferentes
forgas. Os parametros farinograficos das farinhas controle e das adicionadas de xilanase estao

representados na Tabela 3.3.

Tabela 3.2. Parametros farinogréaficos caracteristicos de farinhas com diferentes forgas.

Farinha Absorgao (%) Dese”(‘;gfr‘g’”e”to Estabilidade (min) LT.M
Fraca <55 <25 <3 > 100
Média 54-60 2,5-4,0 3-8 60-100
Forte > 58 4,0-8,0 8-15 15-50

Muito forte > 58 >10,0 > 15 <10

Fonte: PIZZINATO, (1997).
I.T.M= Indice de Tolerancia a Mistura

A farinha controle apresentou uma porcentagem de absorcdo de agua, estabilidade e
indice de tolerancia a mistura (1.T.M) especificos de farinha forte. Com relagdo ao paradmetro
tempo de desenvolvimento da massa, este foi caracteristico de farinha muito forte (Tabelas 3.2
e 3.3). De acordo com a classificacdo apresentada por Pizzinatto (1997), os resultados da
farinha controle usada neste trabalho, sdo caracteristicos de farinha forte, ideal para a
producéo de paes.

Todas as concentragcdes de xilanase adicionadas a farinha de trigo aumentaram a
absorcao de agua da mesma, sendo essa absorcao proporcional a concentracdo de xilanase
usada. Estes dados mostraram uma maior necessidade de agua para as massas atingirem a
consisténcia étima (500UF) na presencga de xilanase (Tabela 3.3). Ao contrario dos resultados
deste trabalho, Laurikainen et al. (1998) e Prabhasankar et al. (2004) estudando a adicdo de
xilanase isolada de Trichoderma reesei e Aspergillus oryzae, respectivamente, em farinhas
para produgéo de paes, nao relataram nenhuma alteragdo na absorgao de agua pela farinha de
trigo.

As arabinoxilanas presentes nos cereais e conseqientemente nas farinhas podem ser
divididas em arabinoxilanas solluveis em agua (WE-AX) e arabinoxilanas insolUveis em agua
(WU-AX) (COURTIN; DELCOUR, 2002). As xilanases agem degradando as WU-AX e
transformando-as em WE-AX. Segundo Courtin; Roelants; Delcour (1999), a redugao das WU-
AX na massa e a fragmentacao das WE-AX possivelmente aumentam a capacidade de
retencao da agua pela massa. Das arabinoxilanas totais do trigo, mais de 60% sao de WU-AX,
por isso a importancia de xilanases que degradam esse tipo de heteropolissacarideo.
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Tabela 3.3. Efeito da xilanase sobre as caracteristicas farinograficas da farinha de trigo.

Tempo de Indice de
Farinha Absorcédo (%)  desenvolvimento Estabilidade (min) toleréncia a
(min) mistura (UF)
Controle 63,9 13,0 10,0 30
20U Xilanase* 65,8 13,0 9,5 30
35U Xilanase* 67,0 13,0 8,5 20
50U Xilanase* 68,2 12,0 8,5 20

* Xilanase (U/100g farinha de trigo).
UF= Unidades Farinigréficas

Nesse estudo, a atividade catalitica da xilanase isolada do fungo Thermoascus
aurantiacus CBMAI 756 foi verificada utilizando como substrato xilana de madeira. No entanto,
0 aumento na absorcao de agua pela farinha com adicao de xilanase sugere que esta enzima
fungica também degrada as arabinoxilanas da farinha de trigo.

Nao houve alteracdo no tempo de desenvolvimento com excegdo das massas
adicionadas de 50U de xilanase, em que foi observada uma pequena reducdo. Com relacao a
estabilidade e o indice de tolerancia a mistura das massas, a xilanase nas concentragoes de 35
e 50U promoveu leve reducdo nesses parametros (Tabela 3.3).

Segundo Pizzinatto; Ormenese (1996), altos valores de indice de tolerancia a mistura
estdo relacionados a menor tolerancia da farinha a mistura. Laurikainen et al. (1998) e
Prabhasankar et al. (2004), que trabalharam com xilanase de Trichoderma reesei e Aspergillus
oryzae, respectivamente, observaram que essas enzimas promoveram aumento no tempo de
desenvolvimento e no indice de tolerancia a mistura, e uma reducao na estabilidade da farinha.

A presencga da enzima xilanase alterou levemente a forgca da farinha, apenas aumentou
a absorcao de agua, provavelmente pela quebra das arabinoxilanas com producédo de

carboidratos com menor massa molecular e mais higroscoépicos.

3.3.5.2. Propriedades extensograficas

As andlises extensograficas suplementam as informagdes fornecidas pelo farindgrafo,
pois, massas preparadas com quantidade de agua que proporcionam a mesma resisténcia a
mistura podem apresentar ampla variacao na resisténcia a extensao (PIZZINATTO, 1997). Os
parametros extensograficos das farinhas controle e das adicionadas de xilanase estdo
representados na Tabela 3.4.

A farinha controle apresentou os parametros de resisténcia a extensao, extensibilidade
e de numero proporcional, especificos de farinha forte. De acordo com a classificagao
apresentada por Pizzinatto (1997) (Tabela 3.2), os resultados da farinha controle usada neste

trabalho, sdo caracteristicos de farinha forte, ideal para a producao de paes.

78



A elasticidade (resisténcia) e a elasticidade maxima aumentaram em todas as massas
adicionadas de xilanase em relagdo as massas controle (Tabela 3.4). Estudos realizados por
Prabhasankar et al. (2004) avaliando a adicao de xilanase de Aspergillus oryzae mostraram um
aumento na elasticidade e elasticidade maxima das massas adicionadas desta enzima. A
adicado de xilanase em todas as concentragdes provocou uma leve reducao da extensibilidade
das massas (Tabela 3.4).

Os valores do numero proporcional aumentaram com a adicdo de xilanase. Segundo
Pizzinatto (1997), o valor do numero proporcional relaciona a resisténcia (elasticidade) e a
extensibilidade da massa, e farinhas com R/E acima de 2,5 sdo consideradas fortes.

Tabela 3.4. Efeito da xilanase sobre as caracteristicas extensograficas da farinha de trigo.

Farinha Resisténcia (EU) Rgg/sténcia Extensit?i/idade Nﬂmero
maxima (UE) (min) proporcional (R/E)
Controle 520 700 135 3,8
20U Xilanase* 820 940 105 7,8
35U Xilanase* 690 850 115 6,0
50U Xilanase* 640 840 120 53

* Xilanase (U/100g farinha de trigo).
** Parametros extensograficos ap6s 135 minutos de fermentagéao.

A massa, para tolerar as etapas do processo de panificagcdo como mistura, fermentagcao
e moldagem entre outras, necessita de um equilibrio entre sua elasticidade e extensibilidade,
para ser considerada adequada para a producdo de pao. A adigdo de xilanase aumentou a
elasticidade e provocou uma leve reducdo na extensibilidade das massas. Essas alteracdes
interfram na for¢ca da farinha, aumentando-a e indicando que a xilanase melhorou as
caracteristicas reolégicas da farinha.

3.3.5.3. Propriedades de pasta

Este teste avalia a qualidade de pasta do amido presente na farinha de trigo, em
particular sua sensibilidade a a-amilase endégena.

As propriedades de gelatinizacdo e retrogradacdo do amido estdo relacionadas a
fatores genéticos e a fatores ambientais, que ocorrem durante o desenvolvimento da planta.
Estes fatores influenciam as propriedades de pasta do amido e conseqlentemente as
propriedades reoldgicas de alimentos a base de amido (NARUENARTWONGSAKU, et al.,
2004; BLAZEK, COPELAND, 2008). Deste modo, o estudo do comportamento de gelatinizacao
e retrogradacdo do amido da farinha é importante para o controle da qualidade de produtos

elaborados com esta matéria-prima.
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Altos valores de viscosidade de pico indicam baixa atividade da enzima endégena a-
amilase. Quando a farinha é aquecida na presenca de agua, o amido presente sofre alteracdes
irreversiveis, e essas alteracdes sao dependentes da disponibilidade de agua, da temperatura,
da concentracdo de enzimas enddégenas e de outros componentes adicionados a farinha.
Durante o processo de gelatinizagdo do amido presente na farinha, ocorre um aumento da
viscosidade pelo intumescimento dos granulos de amido (THOMAS; ATWELL, 1999). A a-
amilase quebra as ligacdes glicosidicas a-1,4 do amido, liberando dextrinas e oligossacarideos,
reduzindo a viscosidade de pasta da farinha.

Durante o resfriamento da pasta de amido gelatinizado, ocorre a reorganizagdo das
moléculas de amilose e amilopectina denominada de retrogradacdo (THOMAS; ATWELL,
1999). Valores elevados de viscosidade final estdo relacionados a retrogradacdo do amido
gelatinizado, principalmente da amilose.

As propriedades de pasta da farinha de trigo controle e das adicionadas de xilanase,
determinadas por meio do RVA, estdo apresentadas na Tabela 3.5.

De acordo com o manual “Applications Manual for the Rapid Visco Analyser” Newport
Scientific (1998), o pico de viscosidade (221 RVU) e a viscosidade final (246) encontrados para
a farinha controle foram adequados para a producdo de pao. Resultados semelhantes de
viscosidade de pico (201 RVU), e viscosidade final (240 RVU) foram encontrados por Blazek;
Copeland, (2008) trabalhando com farinha de trigo branca.

Tabela 3.5. Efeito da xilanase sobre as propriedades de pasta’ da farinha de trigo.

Viscosidades (RVU)
Farinha T. pasta (°C) vis CZZZ ade Quebra Viscgs‘;cliade Setback
Controle 88,0 +1,1 221 +0,0 88,0+ 0,1 246 +1,4 112+1,5
20U xilanase™ 88,0+1,2 219+1,4 88,1 £ 3,3 246 +0,4 115+2.3
35U xilanase* 88,0+ 0,0 217 +0,0 88,0+0,4 243+0,9 113+0,5
50U xilanase* 88,0 + 0,1 218+1,2 88,5+1,9 243 +3,4 114 +£2,0

"Média de duas replicatas.
* Xilanase (U/100g farinha de trigo).

A adicao de xilanase em qualquer concentracao alterou levemente as propriedades de
pasta da farinha, o que ja era esperado, uma vez que estes parametros estdo relacionados
com as transformagbes do amido durante seu aquecimento em agua. Mesmo que a xilanase
tenha atuado, transformando as arabinoxilanas da farinha de trigo em produtos com menor
massa molecular e mais higroscopicos, estes produtos ndo afetaram de maneira perceptivel a

disponibilidade de agua, de modo a afetar a gelatinizacdo do amido.
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3.3.5.4. Propriedades térmicas

Os parametros de gelatinizacdo da farinha de trigo controle e das adicionadas de
xilanase estao apresentados na Tabela 3.6.

A farinha controle mostrou faixa de temperatura de gelatinizacdo de 54,78 a 67,19 com
uma variacao de entalpia de 5,82 (Tabela 3.6).

Estudos sobre as propriedades térmicas de diferentes farinhas de trigo com
concentragdes de proteinas que variavam de 10% a 13% mostraram temperaturas de picos de
gelatinizacdo entre 61°C e 65°C, resultados préximos aos encontrados neste trabalho
(ELIASSON; GUDMUNDSSON; SVENSSON, 1995; ADDO; XIONG; BLANCHARD, 2001;
SAHLSTR@M; BAEVRE; BRATHEN, 2003; PUPPO; CALVELO; ANON, 2005).

A presenca de xilanase em qualquer concentragdo, ndo alterou as temperaturas de
gelatinizacdo (T,, Tp, Tr) e a variagéo da entalpia de retrogradagdo (AHr) da farinha (Tabela
3.6). Outros pesquisadores realizaram experimento semelhante usando xilanase, e também
nao observaram qualquer diferengca nas temperaturas e entalpia de gelatinizacdo da farinha
(HAROS; ROSELL; BENEDITO, 2002).

Tabela 3.6. Efeito da xilanase sobre as propriedades térmicas de gelatinizacdo' da farinha de trigo®.

Farinha To*(°C) Tp*(°C) Tf*(°C) AHr*(J/g)

Controle 54,78 +0,15% 61,66 £ 0,132 67,19 + 0,102 582 +0,11%
20U xilanase™™ 55,18 + 0,26° 61,86 + 0,342 67,65 + 0,362 6,20 + 0,08°
35U xilanase™* 55,27 +0,20° 61,81 +0,32% 67,44 +0,25% 5,84 +0,15°
50U xilanase™** 55,22 + 0,07% 61,92 + 0,09% 67,53 +0,21° 5,99 +0,17%

? Valores seguidos pela mesma letra na mesma coluna nao diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
' Média de trés replicatas.

* To, Tp, Tt = temperatura inicial, de pico e final, respectivamente; AH: variacdo de entalpia.

** Xilanase (U/100g farinha de trigo).

Todas as amostras de farinhas gelatinizadas foram armazenadas por varios dias (3, 5,
7, e 10) a temperatura de 4°C, para o estudo da retrogradacdo do amido (Tabela 3.7). Com o
resfriamento, as moléculas de amilose e amilopectina se reorganizam novamente através de
pontes de hidrogénio, formando uma estrutura mais organizada, semelhante a estrutura
predominante antes da gelatinizagdo (ATWELL, 2001). O DSC avalia a energia necessaria
para fundir os cristais de amilopectina reorganizados durante o armazenamento (SHAIKH;
GHODKE; ANANTHANARAYAN, 2007).

O pico endotérmico nao foi observado em nenhuma das amostras até o terceiro dia de
armazenamento. A partir do quinto dia observou-se um pequeno pico (48°C-50°C) para todas
as amostras estudadas. No entanto, nas farinhas adicionadas de xilanase, em todas as
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concentragdes, esse aumento foi menos intenso que o observado para a farinha controle
(Tabela 3.7). Ao final do periodo de armazenamento houve uma reducdo significativa na
variagao de entalpia de retrogradagéo de todas as amostras adicionadas da enzima em relagao
a amostra controle.

Tabela 3.7. Efeito da xilanase sobre a entalpia de retrogradag;élo1 da farinha® durante o armazenamento

a4°C.
AHr (J/g)
Farinha 3 dias 5 dias 7 dias 10 dias
Controle . 0,15 + 0,03 0,26 + 0,07° 0,98+ 0,092
20U xilanase* . 0,14 + 0,07 0,18 + 0,05° 0,28 +0,03°
35U xilanase* - 0,10 +0,00° 0,15+ 0,01° 0,26 + 0,04°
50U xilanase* - 0,17 +0,00° 0,17 +0,03° 0,18 +0,00°

¥ Valores seguidos pela mesma letra na mesma coluna n&o diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
' Média de trés replicatas

* Xilanase (U/100g farinha de trigo).

AH: variagao de entalpia

Resultados semelhantes foram encontrados por Haros; Rosell; Benedito, (2002), que
observaram uma retrogradacao mais lenta nas amostras adicionadas de xilanase, apo6s sete
dias de armazenamento a 4°C.

Na temperatura final de analise (125°C) a enzima ja esta desnaturada. Provavelmente a
acdo da xilanase ocorre principalmente durante o aquecimento gradual das amostras
(gelatinizacao) e seus efeitos sdo observados durante seu armazenamento.

Os produtos de reagao da xilanase sdo mais higroscopicos e provavelmente alteram a
distribuicdo da agua no sistema, dificultando a retrogradacao das moléculas de amilopectina.

3.3.6. Acao da xilanase nas caractristicas tecnoldgicas da massa e do pao

3.3.6.1. Avaliacao do volume e pH da massa

O aumento do volume das massas durante a fermentacéo e o pH das massas controle e
das adicionadas de xilanase estao apresentados na Tabela 3.8.

A etapa de fermentacdo das massas ocorreu por um periodo de 1 hora a 32°C. O
aumento no volume das massas adicionadas de xilanase nas concentragcées de 20U, 35U e
50U foi de 34%, 40% e 17% maiores quando comparadas com as massas controle,
respectivamente. O aumento no volume das massas durante a fermentagdo néo foi

proporcional a concentracao de xilanase usada (Tabela 3.8).
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Tabela 3.8. Efeito da xilanase sobre o volume e pH da massa.

Massa Volume (%) Aumento (%) pH
Controle 214 4.8
20U xilanase* 286 (+34%) 4,8
35U xilanase™ 300 (+40%) 5,1
50U xilanase* 250 (+17%) 49

* Xilanase (U/100g farinha de trigo).

Testes preliminares mostraram que na temperatura de 32°C, a xilanase produzida pelo
fungo termofilico Thermoascus aurantiacus CBMAI 756, estava ativa, apesar de apresentar
uma atividade catalitica sete vezes menor que na temperatura de 60°C.

O aumento do volume das massas, durante a fermentagao pode ser decorrente da acao
desta enzima sobre as arabinoxilanas insolUveis, quebrando as ligacbes glicosidicas B-1,4
entre os residuos de xilose da cadeia principal deste polimero. As moléculas com menor grau
de polimerizacdo produzidas pela acdo da xilanase poderiam exercer uma influéncia positiva
na formacdo do gluten, de tal forma que permitisse a formagdo de uma massa capaz de
suportar melhor a pressdo exercida pelo diéxido de carbono. E provavel que as arabinoxilanas,
principalmente as WU-AX afetem negativamente a formagdo do gluten. As anadlises
extensograficas mostraram uma maior elasticidade e uma leve redugéo da extensibilidade das
massas adicionadas dessa enzima (Tabela 3.4), o que reforga essa hipotese.

Além da acdo sobre as ligagdes glicosidicas B-1,4, esse extrato enzimatico também
poderia ter uma acao desramificante quebrando das ligacdes glicosidicas a-1,2 e/ou a-1,3, e
deste modo removeria os residuos de arabinose da arabinoxilana. Segundo Pomeranz, (1988)
a remocao dos residuos de arabinose promove uma precipitacdo das arabinoxilanas, o que
reduziria a interferéncia negativa dessas moléculas na formagao do gluten.

Shah; Shah; Madamwar, (2006), estudando a adicdo de xilanase de Aspergillus foetidus
MTCC 4898 em pao integral, obtiveram um aumento na expansao das massas de 22% em
relacdo as massas controle, apés 45 minutos de fermentagdo. Para esses pesquisadores, o
aumento no volume da massa poderia ser explicado pela maior liberacdo de aclcares
fermentaveis o que aceleraria o0 metabolismo da levedura e consequentemente, a liberagéo de
gas carbbnico. No entanto, a explicagdo dada por esses pesquisadores ndo condiz com o
metabolismo do Saccharomyces cerevisiae, pois este microrganismo ndo fermenta nenhum
tipo de pentose como a xilose e/ou arabinose (CHU; LEE, 2007).

O pH das massas variou pouco entre as amostras. O pH que mais se aproximou do pH
6timo da xilanase (pH 5,5) foi 0 da massa adicionada de 35U (Tabela 3.8). Essas massas

também foram as que mais cresceram durante a etapa de fermentacdo. Resultados
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semelhantes de pH de massas adicionadas de xilanase foram observados por Haros; Rosell;
Benedito, (2002).

3.3.6.2. Avaliacao do volume do pao

A qualidade do pao é normalmente avaliada levando em consideracdo as
caracteristicas externas e internas, aroma e gosto. As caracteristicas externas usualmente
avaliadas sao: volume e caracteristica e cor da crosta (EL-DASH; CAMARGO; DIAZ, 1990). O
volume final do pao é uma caracteristica importante a ser considerada para aceitacdo dos
consumidores.

A Tabela 3.9 apresenta o volume especifico dos paes produzidos com e sem a adicao
de xilanase parcialmente purificada. A adicdo da xilanase provocou aumento significativo
(p<0,05) do volume especifico dos paes, quando foi adicionada na concentracao de 35U/100 g
de farinha. No entanto, nas concentragées de 20 e 50U/100g de farinha, ndo houve diferenca

significativa nos volumes especificos dos paes em relagao aos paes controle (sem enzima).

Tabela 3.9. Volume especifico dos paes controle e dos adicionados de xilanase parcialmente purificada.

Xilanase Volume especifico
(U/100g de farinha de trigo) (g/mL)
Controle 3,46 +0.38"
20U xilanase 3,75+ 0.22"°
35U xilanase 4,21 +0.45°
50U xilanase 3,68 + 0.34

# Valores seguidos pela mesma letra na mesma coluna nao diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0.05).
Xilanase de Thermoascus aurantiacus CBMAI 756.
Média e desvio padrao.

Paes adicionados de xilanase termoestavel isolada de Thermotoga maritima MSB8
também mostraram volumes especificos superiores aos do pao controle (JIANG et al., 2005;
JIANG; BAIL; WU, 2007). Resultados semelhantes também foram relatados por Haros; Rosell;
Benedito, (2002) e Laurikainen et al. (1998). Estes Ultimos observaram aumento de 20% no
volume especifico dos paes adicionados de xilanase, valor muito semelhante ao encontrado
neste trabalho (22%), quando 35U de xilanase por 100 g de farinha foram usados. No entanto,
(SHAH; SHAH; MADAMWAR, 2006) observaram aumento de 56% no volume especifico de
paes em experimentos usando xilanase de Aspergillus foetidus MTCC 4898 e farinha integral.
Esse aumento mais pronunciado observado por esses pesquisadores pode ser devido a
utilizagdo da farinha integral que contém uma maior concentragdo de arabinoxilanas e,
consequentemente, maior disponibilidade do substrato para a atuagdo da xilanase, além do
longo tempo de fermentacdo da massa durante o processo de panificacdo, o que favoreceu a
natureza mesofilica da enzima usada.
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Por outro lado, Keskin; Sumnu; Sahin. (2004) ndo observaram qualquer alteragdo no
volume especifico dos paes produzidos com farinha branca e adicionados de xilanase
comercial. A influéncia positiva ou negativa da xilanase no volume especifico dos paes
provavelmente esta relacionada com a quantidade e qualidade das arabinoxilanas presentes
na farinha de trigo, que variam entre as espécies de trigo, assim como, com a especificidade da
enzima para os diferentes substratos (COURTIN; DELCOUR, 2001). As WU-AX séo capazes
de prejudicar a formacao do gluten pela interferéncia fisica desses polissacarideos durante a
formacao das ligagdes intra e/ou intermoleculares das proteinas gliadinas e gluteninas
(CAUVAIN, 2007). Portanto, xilanases que degradem as WU-AX, favorecem a obteng&o de uma
massa mais estavel e flexivel com maior capacidade de expansdo durante o forneamento
(MARTiNEZ-ANAYA; JIMENEZ, 1997; COURTIN et al., 1999).

Neste trabalho, foi observado que ao final da fermentacao, as massas adicionadas com
a maior concentragao de xilanase (50 U/100g de farinha) ndo foram capazes de reter o CO,
produzido pelas leveduras durante essa etapa, interferindo diretamente no volume especifico e
demais caracteristicas de qualidade dos paes. Segundo McCleary, 1986, a hidrélise excessiva
das arabinoxilanas pode acarretar em um enfraquecimento do glaten, produzindo massas

muito Umidas, pegajosas e incapazes de reter do CO; liberado durante a fermentacao.
3.3.7. Acao da xilanase no envelhecimento do pao
3.3.7.1. Conteudo de agua do miolo e da crosta do pao

As Tabelas 3.10 e 3.11 apresentam o contetddo de agua do miolo e da crosta dos paes
adicionados de xilanase parcialmente purificada, armazenados a 4°C por 10 dias. O contetdo
de agua do pao fresco esta diretamente relacionada a sua maciez. O nivel ideal de agua de
para o miolo de péaes frescos esta entre 35% e 40% (SHAH; SHAH; MADAMWAR, 2006).

No presente estudo, o contelido de agua do miolo dos paes frescos esteve em torno de
40%. Durante o armazenamento houve uma reducdo significativa (p<0,05) no contetdo de
agua do miolo dos paes controle até o quinto dia, enquanto os paes adicionados de 20U e 35U
de xilanase por 100 g de farinha mostraram redugéo no conteldo de agua do miolo apenas até
o terceiro dia de armazenamento. Ja para os paes adicionados de 50U de xilanase por 100 g
de farinha, a perda de agua do miolo continuou até o sétimo de armazenamento. Ao final de
dez dias, ndo foi observada qualquer diferencga significativa (p<0,05) no conteldo de agua do
miolo dos paes controle e dos adicionados da enzima, e todos apresentaram um contetdo de
agua satisfatério e em torno de 35% (Tabela 3.10). Com relacdo a crosta dos paes, durante o
armazenamento, o conteldo de agua aumentou significativamente (p<0,05) até o terceiro dia,

para todos os pées analisados e ao final de dez dias de armazenamento, os paes
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apresentaram um conteldo de &gua na crosta por volta de diferengca 29% (Tabela 3.11). A

reducado do teor de agua do miolo e 0 aumento na crosta durante o periodo de armazenamento

indicaram que houve migracdo de agua do miolo para a crosta.

Table 3.10. Conteudo de agua do miolo dos péaes controles e adicionados de xilanase parcialmente

purificada.
Xilanase
(U/100g de Conteudo de agua do miolo %
farinha de trigo)
Dia 0 Dia 3 Dia 5 Dia 7 Dia 10
Controle 40,12 +0,48** 36,62+ 0,55 35,47 +0,20°° 35,62 +0,13° 36,31 + 0,52
20U xilanase 38,61 +0,83** 34,81+0,49" 3520+0,19%® 34,35+0,49°® 34,79+0,87%
35U xilanase 40,28 +0,77** 3559 +0,38®% 3571+0,39°® 34,48+0,38® 35711 +0,62%
50U xilanase 40,23 +0,50** 35,32 +0,71*® 34,50 +0,30"° 33,48 +0,45°° 35,97 +0,85%

Valores seguidos pela mesma letra mindscula na mesma coluna nao diferem significativamente pelo teste de

Tukey.

Valores seguidos pela mesma letra mailscula na mesma linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey.

(p<0.05).

Xilanase de Thermoascus aurantiacus CBMAI 756.

Table 3.11. Conteludo de agua da crosta dos paes controles e adicionados de xilanase parcialmente

purificada.
Xilanase
(U/100g de Conteudo de agua da crosta %
farinha de trigo)
Dia 0 Dia 3 Dia 5 Dia 7 Dia 10

Controle 2425+0,59°° 27,65+0,42® 2839+0,39%% 28,05+0,20°® 2958 +0,48%
20U xilanase 23,69 +0,31°¢ 27,17 +0,65°° 27,37 +0,60™% 27,16 +0,32"® 29,38 + 0,64
35U xilanase 24,17 £0,34%° 27,97 +0,36™® 27,14+0,60°® 28,40+0,30* 28,66 +0,13%
50U xilanase 23,72 +0,51%¢ 27,42 +0,45%® 28,70 + 0,62 28,80 +0,67*® 29,75 +0,74*"

Valores seguidos pela mesma letra mintscula ha mesma coluna nao diferem significativamente pelo teste de

Tukey.

Valores seguidos pela mesma letra mailscula na mesma linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey.

(p<0.05).

Xilanase de Thermoascus aurantiacus CBMAI 756.

Resultados semelhantes foram encontrados por Jiang; Bail; Wu, (2007) que usaram

xilanase de Thermotoga maritima MSB8, em paes armazenados por 5 dias a 4°C. Ja Shah;
Shah; Madamwar, (2006), observaram uma umidade do miolo de paes frescos superior (40,5%)
aqueles de paes adicionados de xilanase de Aspergillus foetidus MTCC 4898 (32,3%).

As arabinoxilanas, embora presentes em pequena quantidade na farinha séo
ingredientes funcionais importantes. Elas absorvem quase dez vezes 0 seu peso em agua,
representando quase 30% da capacidade de absorcdo de agua da farinha de trigo, e assim
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exercem um efeito consideravel, sobre a qualidade da massa e do pao (COURTIN; DELCOUR,
2002).

Xilanases com especificidade para as WU-AX poderiam reduzir a migragao de agua do
miolo para a crosta, ja que essas arabinoxilanas seriam degradadas a WE-AX devido a
liberacao dos oxigénios envolvidos nas ligagoes-O-glicosidicas com formagao de uma hidroxila.

Entretanto, neste trabalho, ndo foi possivel observar diferencas muito consideraveis
entre os contelidos de agua dos miolos e crostas de paes controle e daqueles adicionados da
enzima. A acado da xilanase sobre as arabinoxilanas da farinha de trigo pode apenas ter
melhorado a redistribuicdo da agua na massa, principalmente na etapa de forneamento,
momento de maior atividade da enzima em fungéo de sua natureza termofilica.

3.3.7.2. Avaliacao da firmeza do miolo do pao

A Figura 3.1 apresenta o perfil da firmeza dos miolos dos pdes com e sem xilanase
parcialmente purificada, armazenados a 4°C por 10 dias.

A firmeza do miolo de todos os paes estudados aumentou progressivamente até o
décimo dia, sendo que apés os cinco primeiros dias, esse aumento foi menos pronunciado.
Praticamente n&do houve diferenga no perfil de textura dos paes controle e daqueles
adicionados de 20U de xilanase/100 g de farinha, a ndo ser ao final do armazenamento, em
que os paes adicionados da enzima apresentaram uma leve redugao (4%) na firmeza do miolo

em relagao aquela do pao controle.
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Figura 3.1. Efeito da xilanase sobre a firmeza do miolo durante o armazenamento do pdo a 4°C.
Xilanase (U/100 g farinha de trigo).

No entanto, para os paes adicionados de 35 e 50U de xilanase por 100 g de farinha, a
enzima proporcionou um efeito positivo e negativo, respectivamente. Houve redugao da firmeza
do miolo dos paes adicionados de 35U de xilanase por 100g de farinha em relagao aquela do
péo controle a partir do terceiro dia de armazenamento, e em dez dias esta redug@o chegou a
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25%, enquanto a firmeza do miolo dos péaes adicionados de 50U/100 g de farinha aumentou,
em relacdo aquela do pao controle, desde o primeiro dia, e este aumento atingiu 47% no ultimo
dia de armazenamento. Novamente esses resultados sugeriram que em maiores
concentragcbes de enzima, uma hidrélise excessiva das arabinoxilanas poderia ocorrer,
reduzindo a qualidade final do pao.

Jiang; Bail; Wu, (2007) observaram reducdo de 54% na firmeza do miolo dos paes
adicionados da enzima xilanase termofilica isolada de Thermotoga maritima MSB8. A acdo da
enzima normalmente pode ser percebida num periodo de armazenamento curto.
LAURIKAINEN et al. (1998) relataram reducdo de 27% na firmeza do miolo de pées
adicionados de xilanase isolada de Trichoderma reesei apés trés dias de armazenamento,
enquanto Keskin; Sumnu; Sahin, (2004) observaram reducdo de 18% em dois dias de

armazenamento quando xilanase comercial foi usada.

3.3.7.3. Retrogradacao da amilopectina do miolo do pao

A Figura 3.2 apresenta o perfil de retrogradacdo da amilopectina do miolo dos paes
com e sem xilanase parcialmente purificada, armazenados a 4°C por 10 dias. A gelatinizagéo
do amido causa uma desorganiza¢do da forma cristalina do granulo resultando em um gel de
estrutura amorfa. Entretanto, este gel ndo estda em estado de equilibrio. Mudancas ocorrem
durante o seu armazenamento e sdo denominadas de retrogradacao (ELIASSON; LARSSON,

2007).
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Figura 3.2. Efeito da xilanase sobre a entalpia de retrogradagdo do miolo do pao durante o
armazenamento a 4°C. Xilanase (U/100g farinha de trigo).

Um aumento progressivo na variacao de entalpia de retrogradagao (AHr) para todos
0s paes estudados foi observado durante os cinco primeiros dias de armazenamento, apds o
que houve uma leve redugdo do AHr. Esses resultados eram esperados, ja que a
retrogradacao da amilopectina gelatinizada é lenta. A adi¢cao de xilanase nas concentragoes
de 20U e 35U/100 g de farinha provocou leve redugéo do AHr e foi mais evidente a partir do
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quinto dia de armazenamento. Ao final do periodo de armazenamento os paes adicionados
de xilanase (20U e 35U) apresentaram uma reducéo 8% e 17% no AHr em relagdo aos pées
controle, respectivamente. Novamente, o pdo adicionado de maior concentragdo de enzima
mostrou um aumento no AHr de 9% em relacédo ao AHr do pao controle. A reducdo do AHrda
amilopectina e a reducéao da firmeza do miolo dos paes adicionados de enzima (35U/100 g de
farinha), durante o0 armazenamento apresentaram uma correlagcéo positiva de 0,85, sugerindo
que os produtos formados a partir da acdo da xilanase de certa forma dificultaram a
reorganizacdo da amilopectina e/ou interferiram na disponibilidade de &gua do sistema,
retardando a retrogradacao deste polimero.

Jiang; Bail; Wu, (2007) também observaram redugdo da entalpia de miolo de paes
adicionados de xilanase de Thermotoga maritima MSB8. Dos resultados obtidos até o
momento, foi possivel observar que a concentragdo adequada para esta enzima foi de
35U/100g de farinha. A concentragdo de 50U/100g de farinha provavelmente provocou uma
hidrélise excessiva das arabinoxilanas prejudicando a qualidade final do pao.

3.3.8. Estudo da suscetibilidade enzimatica das arabinoxilanas da farinha de
trigo, frente a acao da xilanase

3.3.8.1. Analise dos produtos de reacédo da xilanase sobre as arabinoxilanas WU-AX e
WE-AX isoladas da farinha de trigo, por HPAEC-PAD

Os produtos obtidos da hidrolise das arabinoxilanas da farinha pela xilanase
parcialmente purificada foram identificados e quantificados por HPAEC-PAD. As Figuras 3.3 e
4.4 mostram os picos dos produtos identificados apds catalise enzimatica das WU-AX. Nos
cromatogramas apresentados na Figura 3.3 estao identificados o dissacarideo xilobiose (X»)
seguido dos oligossacarideos xilotriose (X3) e xilotetrose (X4). Xilooligossacarideos com grau
de polimerizacao (DP) maior ndo foram detectados. A identificacdo desses produtos indicou a
presenca de xilanases (endoxilanases e B-xilosidase) no extrato enzimatico, as quais quebram
as ligacoes glicosidicas B-1,4 da cadeia principal das arabinoxilanas em moléculas menores.
Foram detectados os monossacarideos arabinose, glicose e xilose. Foi possivel observar
também que o monossacarideo xilose eluiu junto com a glicose e sua separagao e
quantificacdo s6 foi possivel quando as amostras foram analisadas na coluna cromatografica
PA-1, especifica para monossacarideos, € os resultados desta separacao estdo mostrados na
Figure 3.4.

Os mesmos produtos de reacdo foram detectados quando as WE-AX foram usadas
como substrato, no entanto, os picos detectados foram menores (dados ndo mostrados). Os
resultados deste trabalho estdo de acordo com os reportados por Kalogeris et al. (2001) e
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Rantanen et al. (2007), que trabalhando com xilanases termofilicas de Thermoascus
aurantiacus e Aspergillus aculeatus, respectivamente, detectaram arabinose, xilose, xilobiose e
xilotriose como produtos da catélise enzimatica das arabinoxilanas. Segundo Eliasson;
Larsson, (2007) as WE-AX s&o compostas de xilose e arabinose, enquanto, as WU-AX séo
compostas de xilose, arabinose e glicose. Existem diferencas entre essas moléculas no que se
refere ao grau de ramificacdo, de polimerizacdo e a massa molecular. A degradacdo das
arabinoxilanas depende do numero e da posicao dos pontos de ramificacdo, pois estes podem
causar um impedimento estérico para a formacdo do complexo enzima-substrato durante a
catélise. Possivelmente a estrutura das WE-AX tenha contribuido para a catalise menos
pronunciada desse polimero.

A acdo da xilanase sobre as WU-AX aumentou gradativamente a area de pico da
arabinose (A) (Figuras 3.3 e 3.4), durante o periodo de incubacgdo, principalmente na
temperatura de 70°C, sugerindo a presenca de arabinofuranosidases (xilanases
desramificadoras) no extrato enzimatico estudado. Quando se usou as WE-AX como substrato,
a area do pico da arabinose foi inferior as areas encontradas quando as WU-AX foram usadas
como substrato (dados ndo mostrados).

Enzimas desramificadoras sdo importantes no processo de hidrélise das arabinoxilanas,
pois as ramificacdes restringem o acesso das xilanases sobre as ligacbes B-1,4 da cadeia
principal (MARTINEZ-ANAYA; JIMENEZ, 1997). As arabinoxilanas da farinha de trigo sdo
altamente ramificadas, contento em média de 35% a 40% de substituinte arabinose. As
arabinofuranosidades diferem quanto a especificidade pelo substrato. Algumas atuam
estritamente nas ligagbes glicosidicas a-1,2 ou a-1,3 dos residuos de xilose monosubstituido,
enquanto outras liberam a arabinose apenas unidas por ligacdes a-1,3 em residuos de xilose
disubstituido. (PASTELL et al, 2008; GRUPPEN; KORMELINK; VORAGEN, 1993). Neste
trabalho néo foi possivel identificar a especificidade das arabinofuranosidades encontradas no
extrato enzimatico produzido pelo T. aurantiacus CBMAI 756.

Foi verificada a presenga de outras enzimas hemiceluloliticas no extrato parcialmente
purificado. A concentracdo de carboximetilcelulase (CMCase) e B-glicosidase encontrada foi de
340 e 38 U/mL, respectivamente. O aumento na produgao de glicose observada na Figura 3.4,
pode ter ocorrido devido a hidrélise das arabinoxilanas WU-AX e também da degradacéao de
alguma celulose contaminante presente nas arabinoxilanas isoladas da farinha de trigo, ja que
o extrato contém enzimas capazes de hidrolisar este homopolissacarideo. O extrato produzido
pelo T. aurantiacus CBMAI 756 ndo apresenta enzimas amiloliticas (a-amilase e glucoamilase)
(OLIVEIRA, et al, 2010). Deste modo, o aumento na concentragdo de glicose ndo pode ser

devido a degradagao de algum amido contaminante na amostra.
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Figura 3.3. Perfil cromatografico obtido por HPAEC-PAD da degradagéo das WU-AX (A) incubadas com
xilanase a 70°C em diferentes tempos. A: arabinose; X;: xilose; X,: xilobiose; X3: xilotriose e
X4 xilotetraose. Coluna analitica PA-100.
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As Tabelas 3.12 e 3.13 apresentam as concentragcdées dos produtos obtidos apds a
degradacao das WU-AX com 35U de xilanase por 48 h a 32°C e 70°C, respectivamente. As
concentragdes de xilose (X;), xilobiose (X;) e xilotriose (X3) aumentaram com o tempo de
incubacgao, indicando a atividade da enzima sobre este substrato. Apds 24 h de hidrélise a
concentracao da xilotriose reduziu, enquanto um aumento de X; e X, foi observado, sugerindo
a despolimerizacdo de Xs;. Com relacdo a xilotetrose (X4), sua concentracdo aumentou nas
primeiras duas horas de incubacdo a 32 °C e a 70 °C, mas apds esse periodo houve uma
discreta queda. Swennen et al. (2005) trabalhando com xilanase termofilica de Aspergillus
aculeatus e usando como substrato as WU-AX isoladas de farinha, detectaram
xilooligossacarideos com grau de polimerizagao de até 6.

Tabela 3.12. Produtos obtidos da degradagao das arabinoxilanas insoltveis (WU-AX), pela xilanase
(35U), a temperatura de 32°C durante 48h, detectados por HPAEC-PAD.

(ug/mL)
Controle 0,5 hora 1 hora 2 horas 4 horas 6 horas 8 horas 24 horas 48 horas
X1 nd 1,09£0,11 162£0,16 284+0,08 735+0,17 955+0,28 10,70+0,13 17,69+0,19 27,23+0,28
X2 nd 15,35 +0,40 20,13+0,01 22,27 +0,07 37,80+0,11 41,06 £0,09 46,68 +0,29 72,67 +0,32 115,54 +£0,24
X3 nd 2,75+0,18 3,77+0,02 420+0,02 7,75+0,01 8,84+0,01 9,77+0,03 10,18+0,07 8,59+0,03
X4 nd nd 1,32+0,08 1,69+0,01 1,34+0,01 1,17+0,24 0,84+0,03 1,19+0,08 1,59 +£0,03

X1: xilose; X2: xilobiose; X3: xilotriose e X4: xilotetraose
* Nao detectado

Tabela 3.13. Produtos obtidos da degradacéo das arabinoxilanas insoluveis (WU-AX), pela xilanase
(35U), a temperatura de 70°C durante 48h, detectados por HPAEC-PAD.

(ug/mL)
Controle 0,5 hora 1 hora 2 horas 4 horas 6 horas 8 horas 24 horas 48 horas
X1 nd 0,85+0,02 3,88+0,13 6,56 +0,20 13,83+1,68 1524 +0,24 14,58 +0,97 23,31+0,68 32,22 £ 0,56
X2 nd 22,76 £+0,11 32,98 +0,02 43,09 +0,04 58,62 +0,10 69,21 +0.05 74,33+0,08 114,72+0,32 157,04 £0,22
X3 nd 5,36+0,18 8,11+0,01 11,24+0,12 14,01 +£0,02 15,02 +0,02 1543 +0,03 14,38 +0,04 11,16 £ 0,03
X4 nd 2,79+0,05 297+0,05 299+0,09 193+0,02 1,69+0,02 1,82+0,01 0,93 0,02 0,40 £0,10

* Nao detectado
X1: xilose; X2: xilobiose; Xs: xilotriose e X4: xilotetraose.
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O perfil de produgédo dos produtos xilose (X;) e xilobiose (X.) pela acdo da xilanase
sobre as arabinoxilanas WU-AX e WE-AX durante 48 h esta representado na Figura 3.5. A
producédo de xilose (Figura 3.5 A) e xilobiose (Figura 3.5 B) aumentou progressivamente
quando os substratos foram as WU-AX. Apds 48 horas de incubagao a producdo desses
carboidratos ainda nado tinha alcangado um patamar estacionario. A temperatura nao foi um
fator determinante para a atividade catalitica, mas a concentracao desses produtos foi maior
quando a xilanase foi incubada na temperatura de 70°C. Quando o substrato foi WE-AX, a
concentracdao dos mesmos produtos (X; e X») foi consideravelmente menor, € a producao de
xilose alcancou um patamar estacionario apdés 24h de incubacdo. Neste experimento a
temperatura também nao influenciou a atividade da enzima. Nao se pode esquecer que neste
trabalho foi usado um extrato enzimatico parcialmente purificado, e desta forma, varias
xilanases provavelmente estavam presentes, ja que o fungo T. aurantiacus se desenvolveu em
um meio rico em hemicelulose.

As andlises realizadas neste trabalho sugerem que o extrato enzimatico € composto
principalmente de B-1,4-D-xilosidases (EC 3.2.1.37) devido a alta produgao de xilose e p-1,4-D-
endoxilanases (EC 3.2.1.8) devido a produgdo de xilobiose e oligossacarideos, e
arabinofuronosidases (EC 3.2.1.55) devido a presenca de arabinose. A quantificacdo dos
produtos da catalise da xilanase parcialmente purificada de T. aurantiacus CBMAI 756 mostrou
ainda que a enzima estudada apresenta especificidade pelas arabinoxilanas WU-AX da farinha

de trigo (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Concentragao de xilose (A) e xilobiose (B) obtidos da degradagao das arabinoxilanas WU-AX
e WE-AX isoladas da farinha de trigo, incubadas a 32°C e 70°C, em fungao do tempo e
detectadas por HPAEC-PAD. WU-AX 32°C (-o-), WU-AX 70°C (-e-), WE-AX 32°C (-o-), WE-
AX 70°C (- m -).

A completa degradagédo das arabinoxilanas (WU-AX e WE-AX) requer uma acao
sinergistica de um complexo de enzimas xilanoliticas, uma vez que arabinoxilanas de

diferentes fontes exibem uma significativa variagdo em sua composi¢éo e estrutura (CESAR;
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MRSA, 1996; LATIF et al,, 2006). Talvez, este seja o provavel motivo para o fungo T.
aurantiacus ter sintetizado um complexo xilanolitico, capaz de retirar a maxima energia do meio
de cultura (sabugo de milho), para manter seu metabolismo

De acordo com Courtin; Gelders; Delcour, (2001); Courtin; Delcour, (2002) as xilanases
mais adequadas para a panificagdo sao aquelas que atuam principalmente sobre a fracdo de
arabinoxilanas WU-AX, e apresentam uma atuacao menos efetiva sobre a fracdo WE-AX. Isto
porque, 0 mecanismo enzimatico proposto para a hidrélise das arabinoxilanas pela xilanase,
provoca uma redistribuicdo das moléculas de agua, pela liberagdo do carbono 4 (C-4)
envolvido na ligagao glicosidica com a formagdo de uma hidroxila neste mesmo carbono,
resultando em uma maior capacidade de absorcdo de agua pela massa (COURTIN;
ROELANTS; DELCOUR, 1999; COURTIN; DELCOUR, 2001; ROUAU; EL-HAYEK; MOREAU,
2001).

As xilanases presentes no extrato enzimatico estudado quebraram as ligacoes
glicosidicas -1,4 principalmente das arabinoxilanas WU-AX, promovendo um aumento na
elasticidade das massas e no volume especifico dos péaes, provavelmente pela menor
interferéncia fisica dos oligossacarideos originados da degradacdo das arabinoxilanas na
formacdo do gluten. Segundo Courtin; Roelants; Delcour, 1999; Courtin; Delcour, 2001;
Sorensen et al., 2004 as xilanases modificam as arabinoxilanas da farinha promovendo um
aumento da estabilidade da massa, melhorando a expansdo da mesma durante o forneamento,
0 que contribui para 0 aumento do volume dos paes, como observado neste trabalho.

Os principais produtos de reagao da xilanase parcialmente purificada de T. aurantiacus
CBMAI 756 detectados foram xilobiose seguido da xilose. Estes carboidratos sdo moléculas
polihidroxiladas e de baixa massa molecular. Eles ndo apresentam suas hidroxilas ocupadas
com ligagbes secundérias necessarias a estabilizagdo das moléculas de alta massa molecular.
Assim, por serem altamente higroscopicas sao capazes de alterar a distribuicdo das moléculas
de agua, interferindo no processo de retrogradagdo da amilopectina e na absorgdo de agua
pela massa, como também observado nesse trabalho. A firmeza do miolo provavelmente esta
associada a retrogradacao da amilopectina. Os produtos formados pela acdo da xilanase
possivelmente influenciou a distribuicdo da agua no pao, causando um desaceleramento da
retrogradacao da amilopectina durante o periodo de armazenamento.

3.4. Conclusao

Em conclusdo, a xilanase parcialmente purificada isolada do fungo terrmofilico
Thermoascus aurantiacus CBMAI 756 aumentou significativamente o volume especifico do
pao. A especificidade das xilanases presentes no extrato enzimatico é pelas arabinoxilanas
WU-AX. A xilanase aumentou a vida de prateleira dos paes pela redugéo da firmeza do miolo e
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reducdo da retrogradacdo da amilopectina durante o armazenamento, podendo ser aplicada
como uma enzima antienvelhecimento. O mecanismo para a reducdo da retrogradacdo da
amilopectina pode ser atribuido a degradagéo das arabinoxilanas, principalmente as WU-AX,
por um complexo xilanolitico que quebra as ligages glicosidicas B-1,4 da cadeia principal e
xilanases desramificadoras que liberam arabinose e glicose dos pontos de ramificacdo. Dessa
degradacéao sao liberados carboidratos de baixo peso molecular que alteram a distribuicao de

agua na massa e dificultam a retrogradacao das moléculas de amilopectina.
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4.1. Introducao

Varias alteracbes indesejaveis ocorrem durante o armazenamento dos paes, levando a
perda da qualidade do produto. Essas alteragcbes sao facilmente reconhecidas pelos
consumidores, e estd além da proliferacdo de microrganimos indesejaveis. Durante o
envelhecimento, o pao perde seu frescor e endurece, estando este processo intimamente
relacionado a migracdo de agua e transformagdes ocorridas no amido, principalmente pela
retrogradacao da amilopectina (HOSENEY, 1984; GOESAERT et al., 2005).

O envelhecimento do pao normalmente é avaliado pela determinacédo da firmeza do
miolo, mas também ¢ influenciado pelo volume do pao e pela estrutura do miolo (GOESAERT
et al., 2005). Alguns pesquisadores tém sugerido que a firmeza do miolo pode ser influenciada
por interagées amido-gluten (MARTIN, ZELEZNAK, HOSENEY, 1991). No entanto, a maior
parte dos trabalhos sobre envelhecimento de paes considera a firmeza do miolo como o
resultado da retrogradacdo da amilopectina, principalmente em fungdo da formagdo de
estruturas em dupla hélice, que aumentam as regides cristalinas do amido retrogradado
(ZOBEL; KULP, 1996). A retrogradacédo resulta da formacao de agregados cristalinos ou
reassociagdo das moléculas de amilose e amilopectina com a liberacdo de &gua num
fendbmeno denominado de sinérese (THOMAS; ATWELL, 1999). Outros fatores, além do
periodo de armazenamento, influenciam o comportamento de retrogradacdo da amilopectina
como: temperatura de armazenamento, estrutura desse polissacarideo e outros componentes
presentes (ELIASSON, 1986).

Muito tem sido feito no sentido de minimizar os efeitos negativos que o processo de
envelhecimento causa durante o armazenamento dos paes. O uso de emulsificantes (Stampfli;
Nersten, 1995), hidrocoldides (Guarda et al.,, 2004), e mais recentemente a utilizagao de
enzimas tém se destacado como um caminho promissor para a melhoria da qualidade de
produtos panificaveis. Entre as enzimas amplamente estudadas estao aquelas que degradam o
amido.

A ciclodextrina glicosiltransferase (EC 2.4.1.19, CGTase) & a Unica enzima capaz de
catalisar a reacao de ciclizacao da molécula de amido e/ou da molécula de maltodextrina linear
produzindo ciclodextrinas (CDs) (BLACKWOOD; BUCKE, 2000). Esta enzima também catalisa
outras trés reacbes: (1) reagdo de acoplamento que é reversa a ciclizagdo, onde as
ciclodextrinas séo clivadas e transferidas a um receptor linear (dextrinas lineares); (2) a reacao
de desproporcionacdo no qual dois oligossacarideos lineares sdo convertidos em dois
oligossacarideos lineares de tamanhos diferentes (Van Der Veen, 2000); e (3) a reagao de
hidrélise (BLACKWOOD; BUCKE, 2000; JEMLI et al., 2007).
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As Enzimas amiloliticas que hidrolisam moléculas de amilose e amilopectina em
moléculas de menor massa molecular, levam a uma retrogradacéo limitada e/ou mais lenta
dessas moléculas (BOYLE; HEBEDA, 1990).

Estudos sobre adicdo de CGTase no pao de farinha de arroz, melhoraram o volume
especifico dos paes e reduziram a firmeza do miolo e também a retrogradagéo da amilopectina
durante o armazenamento (LEE et al., 2002; JEMLI et al., 2007).

Devido a sua estrutura ciclica, as ciclodextrinas, também podem formar complexos de
inclusdo com uma variedade de compostos, dentre eles os volateis, e assim elas podem ser
usadas para capturar aromas (YU; AOKI; MISAWA, 1988). A retencdo do aroma em produtos
alimenticios possivelmente aumentaria a sua aceitagao pelos consumidores durante o periodo
de armazenamento.

A vantagem do uso da CGTase adviria de sua caracteristica singular em produzir
ciclodextrinas. Os estudos da influéncia desses carboidratos no processo de envelhecimento
dos paes ainda sdo recentes e consequentemente incompletos.

O objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia da CGTase parcialmente purificada
produzida pela bactéria Bacillus clausii E16 no processo de envelhecimento do pao de trigo,
identificar os produtos liberados pela acdo desta enzima e relacionar esses produtos aos

efeitos da enzima no pao.

4.2. Material e Métodos

4.2.1. Material

Farinha de trigo obtida da moagem de gréos duros, adequada para producéo de pao,
gentiimente doada pelo moinho Sete Irméos (Uberlandia, Brasil) foi usada neste trabalho.
Outros ingredientes para confeccao dos paes foram obtidos do comércio local (Sao José do
Rio Preto, Brasil). Todos os outros reagentes utilizados foram puros para analise.

A enzima utilizada neste estudo foi a ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase)
produzida por meio de fermentagdo submersa pela bactéria Bacillus clausii E16, parcialmente
purificada. O extrato enzimatico estava livre das enzimas amiloliticas a-amilase e glucoamilase.

Os padrées cromatograficos de glicose, dos maltooligossacarideos (G2-G7), a, B e y-
ciclodextrina foram obtidos da Sigma Aldrich (St. Louis, USA) todos grau HPLC.
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4.2. Métodos

4.2.2.1. Acao da CGTase nas caracteristicas reolégicas e nas propriedades
térmicas da farinha de trigo

4.2.2.1.1. Propriedades farinograficas

As caracteristicas reolégicas e as propriedades térmicas da farinha de trigo controle e
adicionadas de 15U e 30U de CGTase parcialmente purificada por 100 g de farinha foram
determinadas utilizando as mesmas metodologias usadas para o estudo com a xilanase.

Esta analise foi realizada de acordo com o método descrito em 3.3.2.4.1
4.2.2.1.2. Propriedades extensograficas

Esta analise foi realizada de acordo com o método descrito em 3.3.2.4.2.
4.2.2.1.3. Propriedades de pasta

Esta anadlise foi realizada de acordo com o método descrito em 3.3.2.4.3.
4.2.2.1.4 Propriedades térmicas

Esta andlise foi realizada de acordo com o método descrito em 3.3.2.4.4.
4.2.2.2. Producao de pao
4.2.2.2.1. Método de panificacao

A quantidade de agua adicionada foi determinada de acordo com a absorcdo de agua
da farinha determinada em farinégrafo (Brabender) e descrita no laudo técnico da farinha,
fornecido pelo Moinho Sete Irmaos. A ciclodextrina glicosiltransferase nas concentragées de
15U e 30U/100g de farinha foi adicionada na agua a temperatura ambiente. A enzima foi

dissolvida na 4gua para garantir o amplo acesso em toda a massa.
O método de panificacao foi realizado de acordo com o método descrito em 3.3.2.5.1.
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4.2.2.2.2. Avaliacao do volume e pH da massa

Esta analise foi realizada de acordo com o método descrito em 3.3.2.5.2.
4.2.2.2.3. Avaliacao do volume do pao

Esta analise foi realizada de acordo com o método descrito em 3.3.2.5.3.
4.2.2.3. Estudo do envelhecimento do pao

Para o estudo do envelhecimento, os paes apos o forneamento foram resfriados a
temperatura ambiente por 2 horas antes de serem armazenados em embalagens de polietileno
e estocados a 4°C por 10 dias. As analises do contetdo de agua, firmeza e de retrogradagcao
da amilopectina dos paes controle e adicionados de CGTase parcialmente purificada descritas
abaixo foram realizadas nos dias 0, 3, 5, 7 e 10. Durante esse tempo, os paes foram
armazenados a uma temperatura de 4°C. Os pées foram mantidos a temperatura ambiente por
30 minutos antes de serem analisados.
4.2.2.1.1. Conteudo de agua do miolo e da crosta do pao

Esta analise foi realizada de acordo com o método descrito em 3.3.2.6.1.
4.2.2.3.2. Avaliacao da firmeza do miolo do pao

Esta analise foi realizada de acordo com o método descrito em 3.3.2.6.2.
4.2.2.3.3. Retrogradacao da amilopectina do miolo do pao

Esta analise foi realizada de acordo com o método descrito em 3.3.2.6.3.

4.2.2.4. Estudo da suscetibilidade enzimatica do amido da farinha de trigo, frente
a acao da CGTase

4.2.2.4.1. Isolamento do amido da farinha de trigo

O isolamento do amido foi realizado de acordo com Wolf, (1964). Farinha de trigo (100
g) foi adicionada a 80 mL de agua e misturada por 12 minutos em batedeira planetaria (Lieme,

107



BP-12SL, Caxias do Sul, Brasil). A massa descansou por 2 horas em temperatura ambiente.
Depois, a mesma foi lavada com 400 mL de 4gua com a ajuda de uma peneira de 70 um. O
amido recuperado foi filtrado para a retirada de farelo e impureza da parede celular presentes
na farinha, para posteriormente ser centrifugado a 2300g/10minutos. Do precipitado, uma
camada escura denominada de squeegee fraction (SQF), que contém hemiceluloses, proteinas
e impurezas foi retirada manualmente. O amido foi ressuspendido em agua, centrifugado e
novamente a camada de SQF foi retirada. Este processo de purificacao foi repetido trés vezes
para obtengdo de um amido de boa qualidade. O amido foi seco em estufa com circulagéo de
ar na temperatura de 40°C.

4.2.2.4.2. Acao da CGTase sobre o amido isolado da farinha de trigo

O amido foi incubado com CGTase isolada da bactéria Bacillus clausii E16 para
hidrélise. Amido, pré gelatinizado por 10 minutos a 100°C (2,5 g/100 mL) em tampao acetato
0,1 M pH 5,0, adicionado de 30U de CGTase foi incubado a 55°C por 0,5, 2, 4, 6, 8, 24 € 48
horas sob agitacdo constante. Amostras controle (sem CGTase) foram preparadas. Apds os
periodos de incubacdo, as amostras foram centrifugadas a 9.000g/10 minutos € o
sobrenadante recuperado. Posteriormente o sobrenadante foi fervido para a inativagdo da
CGTase pelo calor, e novamente o mesmo foi centrifugado como descrito acima. Os produtos
da reacdo da CGTase foram congelados, para posteriormente serem analisados por
cromatografia de troca anidnica de alta eficiéncia com detector de pulso amperométrico
(HPAEC-PAD), por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e por ensaios enzimaticos.

4.2.2.5. Analise dos produtos da reacao da CGTase sobre o amido de trigo

4.2.2.5.1. Analise da producao de ciclodextrinas (CDs)

Um método enzimatico foi usado para verificar a atividade catalitica da CGTase sobre o
amido de trigo. O método de iodo ou dextrinizante que determina a taxa de hidrélise do amido.
A atividade dextrinizante foi determinada de acordo com método proposto por Fuwa (1954) e

Pongsawasdi e Yagisawa (1987), com modificacdes.

4.2.2.5.2. Método dextrinizante

Uma aliquota de 0,4 mL do hidrolisado recebeu 4,0 mL HCI 0,2M, 0,5 mL de solugéo de
iodo (0,30% Kl e 0,03% 12) e 10 mL de agua. O controle foi preparado conforme o processo
descrito, utilizando hidrolisado do tempo zero (controle). A absorbéancia foi determinada pela
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leitura espectrofotométrica a 700 nm. Pela mudancga da intensidade da cor azul do complexo
iodo-amido foi determinada a porcentagem de dextrinizacdo do amido pela CGTase.

4.2.2.5.3. HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia)

As amostras obtidas em 4.2.2.4.2. foram filtradas em membrana 0,22 um Milllex-GV
(Milipore, USA) e uma aliquota de 10 pL foi analisada num sistema de cromatografia liquida de
alta eficiéncia - HPLC (Jascon PU-980 inteligent, USA) de acordo com Guijral et al. (2003). O
HPLC foi equipado com um forno para coluna - STH 585 (Dionex, Sunnyvale, USA), uma
coluna analitica Zorbax-NH2, carboidrate (4,6 mm x 250 mm, 5 um, Aligent Technologies,
Santa Clara, USA) e com um indice de refracdo (Shodex RI-72). O gradiente isocratico de
eluicdo durante a corrida foi acetonitrila/agua (65:35) com um fluxo de 1 mL/minuto a 40°C. As
ciclodextrinas a-CD, B-CD e y-CD foram usadas como referéncia. Os dados foram coletados
utilizando-se o software Varian Star, versao 4.0. As amostras foram analisadas em duplicata. A
porcentagem de amido convertido em CDs foi calculada pela razao entre a quantidade de CD
total (g) e quantidade de amido (g), multiplicado por 100.

4.2.2.5.4. Analise da producao de maltooligossacarideos

As amostras obtidas em 4.2.2.4.2 foram filtradas em membrana 0,22 um Milllex-GV
(Milipore, USA) e uma aliquota de 20 pL foi analisada num sistema de cromatografia de troca
anidnica de alta eficiéncia com deteccao de pulso amperométrico - HPAEC-PAD (Dionex ICS-
3000, Sunnyvale, USA) equipado com amostrador automatico AS 40 de acordo com Koizumi;
Fukuda; Hizukuri (1991), com modificacdes. A forma de onda empregada foi ‘standard
quadruple’ com os seguintes pulsos de potenciais e duracées: E; = 0,10 V ({, = 0,40 s); E> = -
2,00V (,=0,02s); E=0,60 V ( =0,01 s); E, =-0,10 V (f, = 0,06 s). Os monossacarideos e
oligossacarideos obtidos na hidrélise do amido foram separados usando uma pré-coluna
CarboPac PA-100 e uma coluna analitica CarboPac PA-100 (2 x 250mm, Dionex, Sunnyvale,
USA) com um de fluxo de 0,8 mL/minuto a 40°C. Os eluentes foram preparados com agua
deionizada ultra pura e degaseificados com Ny; os eluentes utilizados na corrida foram: (A): 200
mM NaOH, (B) e (C): agua deionizada ultra pura (18 mQ.cm) e (D): 1 M acetato de sédio/ 300
Mm NaOH. Antes da injegdo da amostra a coluna foi estabilizada com um gradiente isocratico
de eluicdo com (58,5% A; 19,5% B; 11% C e 11% D). A corrida foi realizada com um gradiente
linear de eluicdo de 0-10,0 min. (51,5% A; 13,5% B; 17,5% C e 17,5% D). Uma etapa de
limpeza foi realizada durante 5 min. com 50% do eluente C e 50% D no final de cada corrida.
Apo6s a corrida a coluna foi estabilizada por 10 min. com as condicoes iniciais (58,5% A; 19,5%
B; 11% C e 11% D), antes da préxima injecdo. Padrbes cromatograficos com DP 1-7 (G1-G7)
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foram usados como referéncia. Os dados foram coletados utilizando-se o software Chromeleon,

versdo 6.8 (Dionex, USA). As amostras foram analisadas em duplicata

4.2.2.6. Analise de ciclodextrinas e maltooligossacarideos formados no pao pela
acao da CGTase

4.2.2.6.1. Concentracao de ciclodextrinas e maltooligossacarideos do pao

As ciclodextrinas e maltooligossacarideos do miolo dos paes adicionados de CGTase
foram concentrados de acordo com Lee et al. (2002). Miolos de paes foram pesados (10 g) e
hidratados com 100 mL de agua destilada e agitados vigorosamente por 1 hora e
posteriormente centrifugados a 15.000g por 20 minutos. A agua do sobrenadante (25 mL) foi
retirada com o auxilio de um liofilizador (Thermo Savant - Micro Modulyo, New York, USA)
acoplado a uma bomba de pressao (Savant VLP 200). A amostra liofilizada foi diluida com 5
mL de &gua destilada e congelada para as andlises de maltooligossacarideos (HPAEC-PAD) e
ciclodextrinas (HPLC).
4.2.2.6.2. Analise das ciclodextrinas formadas no pao

Esta analise foi realizada de acordo com o método descrito em 4.2.2.5.3.
4.2.2.6.3. Analise de maltooligossacarideos formados no pao

Esta analise foi realizada de acordo com o método descrito em 4.2.2.5.4.

4.2.2.7. Analise estatistica

Esta andlise foi realizada de acordo com o método descrito em 3.3.2.8.

4.3. Resultados e discussao

4.3.1. Acao da CGTase nas caracteristicas reoldgicas e térmicas da farinha

Para a determinacdo das concentracdes de CGTase usadas neste trabalho, testes
preliminares, usando diferentes concentracbes de enzimas na producdo de paes foram
realizados. Os dados a partir da avaliagdo do volume especifico do pdo foram usados para
determinar as melhores concentragcdes de CGTase. Ficou estabelecida as concentragbes de
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15U e 30U CGTase/100 g de farinha. Concentragdes maiores foram testadas, mas descartadas
devido a reducao do volume dos paes em relagao ao controle.

4.3.1.1. Propriedades farinograficas

Os parametros farinograficos das farinhas controle e das adicionadas de CGTase
parcialmente purificada estao representados na Tabela 4.1.

A farinha controle apresentou porcentagem de absorcdo de agua, estabilidade, indice
de tolerancia a mistura (I.T.M) e tempo de desenvolvimento especificos de farinha forte.

Nao houve alteracdo na absorcédo de agua pela farinha quando esta foi adicionada de
CGTase. Com relagdo ao tempo de desenvolvimento houve uma leve redugcido quando 15U de
CGTase foi usada e um leve aumento quando 30U de CGTase foi adicionada (Tabela 4.1).

A estabilidade das massas adicionadas de CGTase aumentaram, sendo que a farinha
adicionada de 30U de CGTase apresentou estabilidade de farinha muito forte.

Com relacao ao indice de tolerancia a mistura, houve uma pequena reducao para as
massas adicionadas de CGTase em relacao ao controle (Tabela 4.1).

Tabela 4.1. Efeito da CGTase parcialmente purificada sobre as caracteristicas farinograficas da farinha

de trigo.
Tempo de Indice de
Farinha Absorcao (%)  desenvolvimento Estabilidade (min) toleréncia a
(min) mistura (UF)
Controle 60,5 12,0 9,5 30
15U CGTase” 60,0 11,5 14,2 20
30U CGTase” 60,8 13,0 17,5 20

* (U/100g farinha de trigo).

Os dados farinograficos apresentados, mostraram que a CGTase melhorou as

caracteristicas reologicas da massa pelo aumento pronunciado na estabilidade da mesma.
4.3.1.2. Propriedades extensograficas

As caracteristicas extensograficas estdo relacionadas a qualidade e quantidade das
proteinas formadoras do gluten presentes na farinha. A glutenina geralmente promove
elasticidade e resisténcia a extensao, enquanto as gliadinas geralmente conferem viscosidade
e extensibilidade & massa (PUPPO; CALVELO; ANON, 2005).

Os parametros extensograficos das farinhas controle e das adicionadas de CGTase
parcialmente purificada estdo apresentados na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2. Efeito da CGTase parcialmente purificada sobre as caracteristicas extensograficas da
farinha de trigo.

Farinha Resisténcia Fxfe.s/sténcia Extensit?i/idade Nﬂmero
(U.E.) maxima (U.E.) (min) proporcional (R/E)
Controle 520 700 135 3,8
15U CGTase* > 1000 > 1000 100 >10
30U CGTase* 1000 > 1000 100 10

* (U/100g farinha de trigo).
** Paré@metros extensograficos ap6s 135 minutos de fermentagao.

A farinha controle apresentou os parametros de resisténcia a extensao, extensibilidade
e de numero proporcional, especificos de farinha forte, ideal para a producdo de paes, de
acordo com a classificacdo apresentada por Pizzinatto (1997).

Todos os parametros extensograficos das massas adicionadas de CGTase foram
alterados. A resisténcia a extensao (elasticidade) e a resisténcia maxima aumentaram
fortemente em todas as massas adicionadas de CGTase, enquanto a extensibilidade reduziu
em relacdo a massa controle (Tabela 4.2).

Os valores do numero proporcional R/E encontrados para as massas adicionadas de
CGTase foram superiores ao encontrado para a massa controle. Segundo Pizzinatto (1997), o
valor do nimero proporcional relaciona a resisténcia a extensao e a extensibilidade da massa,
e farinhas com R/E acima de 2,5 sao consideradas fortes.

A adicdo da CGTase a farinha, tornou a massa capaz de suportar melhor a pressao
exercida pelo gas carbdnico produzido durante a etapa de fermentagdo. Este dado é
interessante, pela natureza amilolitica da CGTase, que degrada o amido danificado em
carboidratos de menor massa molecular. Isto facilitaria a acdo da B-amilase endbégena da
farinha na producdo de agucares fermentaveis, acelerando o metabolismo das leveduras e
consequentemente a producao de gas carbdnico por esses microrganismos.

A farinha ideal para a produgéo de pao, apresenta um equilibrio entre elasticidade e
extensibilidade para suportar a pressdo exercida pelo gas carbbnico produzido durante a
fermentacéo, e para que a massa sofra deformagéo adequada para a formagao da estrutura do
miolo dos paes. Os resultados deste trabalho mostram que a adicido de CGTase aumentou a
elasticidade e reduziu levemente a extensibilidade, causando um fortalecimento da farinha.

4.3.1.3. Propriedades de pasta

As propriedades de pasta da farinha de trigo controle e das adicionadas de CGTase
parcialmente purificada, foram determinadas por meio do RVA e estéo apresentadas na Tabela
4.3.
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Tabela 4.3. Efeito da CGTase parcialmente purificada sobre as propriedades de pasta' da farinha de

trigo.
Viscosidades (RVU)

Farinha T. pasta (°C) vis C’Zg;g, ade Quebra Viscgs‘;cliade Setback
Controle 88,0+ 0,1 214 +0,5 75,3+ 0,8 253+0,8 115+1,1
15U CGTase* 87,1 0,1 182 +6,4 63,5+1,6 227 +49 109 £ 0,1
30U CGTase* 86,7 +0,6 151 +£29 52,4 +0,2 202 +2,6 104 + 0,1

"Média de duas replicatas.
* CGTase (U/100g farinha de trigo).

A adicao de CGTase parcialmente purificada reduziu o pico de viscosidade, a quebra,
viscosidade final e tendéncia a retrogradacao (setback), e a temperatura de pasta da farinha,

de modo proporcional a concentragédo da enzima. (Tabela 4.3, Figura 4.1).
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Figura 4.1. Perfil viscoamilografico da farinha de trigo adicionada de CGTase parcialmente purificada.

A reducao da viscosidade de pico, viscosidade final e da tendéncia a retrogradacao
(setback) da farinha com adigdo de CGTase mostrou claramente a atuagdo da mesma sobre o
amido da farinha. A CGTase sendo uma enzima amilolitica, quebra as ligagcdes glicosidicas a-
1,4 do amido produzindo moléculas com menor massa molecular como as dextrinas e 0s
oligossacarideos, e assim, reduz a viscosidade de pico das farinhas. A retrogradacdo das
moléculas de menor massa molecular € minimizada, deste modo justificando o menor valor de
viscosidade final das farinhas adicionadas de CGTase.

A presenga de B-ciclodextrina em pastas de amido de trigo reduziu a viscosidade de
pico, viscosidade final e tendéncia & retrogradacao deste amido (LIANG; KING; SHIH, 2002).
Segundo esses pesquisadores as ciclodextrinas podem interferir fisicamente no processo de
retrogradacao das moléculas de amilose e amilopectina.

Resultados similares foram obtidos por Gujral e Rosell (2004), trabalhando com adicédo
de CGTase em amido de trigo. Para esses pesquisadores a reducdo na tendéncia a
retrogradacdao da amilose (setback) é resultado da atividade hidrolitica da enzima sobre o
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amido e também da sua atividade ciclizante com a formacdo de complexos de ciclodextrina-
lipidio. Esses complexos atuariam como um emulsificante reduzindo a retrogradagao das
moléculas de amilose.

A CGTase de Bacillus clausii E16 pode produzir ciclodextrinas, e esses
oligossacarideos podem estar envolvidos na desaceleracao da retrogradacao da amilose pela
formacao de complexos de incluséo.

4.3.1.4. Propriedades térmicas

Os parametros de gelatinizacdo e retrogradacdo da farinha de trigo controle e das
adicionadas de CGTase parcialmente purificada estdo apresentados nas Tabelas 4.4 e 4.5,
respectivamente.

Tabela 4.4. Efeito da CGTase parcialmente purificada sobre as propriedades térmicas de gelatinizagéo1
da farinha de trigo®.

Farinha T,*(°C) T,*(°C) T*(°C) AHr*(J/g)

Controle 54,78 +0,15% 61,66 £ 0,132 67,19 £ 0,102 582+0,11°
15U CGTase** 55,15+ 0,29% 61,92 +0,38% 67,55+0,19% 5,72 + 0,082
30U CGTase™ 55,29 + 0,312 61,86 +0,22° 67,51 +0,16% 5,76+ 0,02°

* To, Tp, Tt = temperatura inicial, de pico e final, respectivamente; AH: variacdo de entalpia.

' Média de trés replicatas.

? Valores seguidos pela mesma letra na mesma coluna nao diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
** CGTase (U/100g farinha de trigo).

A presenca de CGTase em qualquer concentragdo, ndo alterou as temperaturas de
gelatinizagdo (T,, Tp, T) e a entalpia de retrogradacéo (AHr) da farinha (Tabela 4.4). A CGTase
como qualquer enzima amilolitica, atua com mais eficiéncia no amido danificado e/ou
gelatinizado. A faixa de temperatura usada neste experimento foi de 25°C a 125°C com uma
taxa de aquecimento de 5°C por minuto. Provavelmente, o periodo de agdo da CGTase no
amido foi muito curto e as alteracbes causadas ndo puderam ser detectadas durante a
gelatinizacao deste polimero.

Todas as amostras de farinhas gelatinizadas foram armazenadas por varios dias (3, 5,
7, e 10) a temperatura de 4°C, para o estudo da retrogradagdo do amido

O pico endotérmico nao foi observado em nenhuma das amostras até o terceiro dia de
armazenamento (Tabela 4.5). A partir do quinto dia houve um aumento do AHr para todas as
amostras de farinha. Enquanto para a farinha controle houve um aumento progressivo do AHr,
a partir do quinto dia, chegando a 0,98 J/g no décimo dia, para as farinhas adicionadas de
CGTase, independente da concentracdo, o AHr observado no quinto dia ndo se alterou no
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sétimo dia e aumentou no décimo, porém nao atingindo metade do valor do AHr observado
para a farinha controle no ultimo dia de armazenamento (Tabela 4.5).

Tabela 4.5. Efeito da CGTase parcialmente purificada sobre a entalpia de retrogradacéo’' da farinha®
durante o armazenamento a 4°C.

AHr (J/g)

Farinha 3 dias 5 dias 7 dias 10 dias
Controle . 0,15 + 0,03 0,26 + 0,01° 0,98 + 0,09°
15U CGTase* - 0,14 +0,01° 0,15 +0,02° 0,40 +0,14°
30U CGTase* . 0,15 + 0,08 0,13+ 0,01° 0,30 + 0,02°

AH: variacdo de entalpia

' Média de trés replicatas

? Valores seguidos pela mesma letra na mesma coluna n&o diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
* CGTase (U/100g farinha de trigo).

Esta andlise verifica a retrogradacdo da molécula de amilopectina. A auséncia de pico
endotérmico até o terceiro dia € normal, j4 que a retrogradacdo da amilopectina é mais lenta
que a da molécula de amilose. Pode-se observar o efeito da CGTase sobre a retrogradagao da
amilopectina. A reducado da retrogradagcao provocada pela enzima, provavelmente se da pela
degradacao das moléculas de amilopectina dificultando assim seu rearranjo em uma estrutura
mais organizada.

4.3.2. Acao da CGTase nas caracterisitcas reologicas e térmicas da farinha de
trigo

4.3.2.1. Avaliacao do volume e pH da massa

O volume das massas durante a fermentagcdo e o pH das massas controle e das
adicionadas de CGTase parcialmente purificadas estdo apresentados na Tabela 4.6.

A adicao de CGTase, nas concentragdes de 15U e 30U, causou um aumento no volume
das massas de 14% e 18%, respectivamente, quando comparado ao volume das massas
controle.

Durante a etapa de fermentacdo das massas, a levedura Saccharomyces cerevisiae
realiza uma fermentagao alcodlica, onde ha a conversdo anaerobica de aglcares em didxido
de carbono e etanol. As amilases da farinha (a-amilase e B-amilase) e a CGTase adicionada
séo hidrolases que desempenham uma funcdo importante durante a etapa de fermentacao.
Essas enzimas agem nos granulos de amido danificados liberando dextrinas, oligossacarideos,
maltose, glicose e no caso da CGTase também ciclodextrinas (CAUVAIN, 2007). Os

115



oligossacarideos liberados pela agdao da CGTase podem ser transformados em maltose pela
acao da B-amilase endogena da farinha e esse dissacarideo pode ser metabolizado pelas
levedura. A CGTase possivelmente também libera indiretamente glicose no pao, auxiliando a
produgéo de agucares fermentaveis.

A oferta indireta de acucares fermentaveis, pela agcdo da CGTase, possibilitaria uma
producéo e liberacao mais pronunciada de dioxido de carbbénio natural da fermentacao, assim,
aumentando a formacéo das células de gas na massa, provocando diretamente a formacao da

estrutura do miolo dos paes, € influenciando o volume dos mesmos.

Tabela 4.6. Efeito da CGTase parcialmente purificada sobre o volume e pH da massa.

Massa Volume (mL) Aumento (%) pH
Controle 333 5,1
15U CGTase” 380 (+14%) 5,0
30U CGTase” 393 (+18%) 5,2

*CGTase (U/100g farinha de trigo).

O pH das massas praticamente nao se alterou com a adicdo de CGTase a farinha. O pH
das massas adicionadas da maior concentragdo de CGTase foi 0 que mais se aproximou ao pH
6timo da enzima (6,0), e também foram as massas que apresentaram o melhor crescimento
durante a fermentacéo (Tabela 4.6).

Todas as enzimas tém um pH étimo ou uma faixa de pH no qual sua atividade é maxima
(TIPTON, 1992). Uma mudancga no estado de ionizagdo dos grupos laterais dos aminoéacidos
do sitio ativo altera a atividade catalitica da enzima. A ionizagdo também pode ocorrer em um
aminodcido critico, eliminando uma interagédo iénica essencial para a estabilidade da enzima.
Deste modo, o pH do produto, no caso deste trabalho, o pao, tem que ser semelhante ao pH
6timo da enzima, para que esta possa apresentar uma atividade catalitica 6tima ou préxima da

6tima, como observado.

4.3.2.2. Avaliacao do volume do pao

O volume especifico dos paes controle e dos adicionados de CGTase parcialmente
purificada esta apresentado na Figura 4.2.

A adicdo de CGTase nas concentragdes de 15U, 30U, 45U/100 g de farinha, aumentou
os volumes especificos dos pades em 3,8%, 13,2%, 13,2% em relacdo aos paes controle,
respectivamente (Figura 4.2). No entanto, a adicdo de CGTase na concentragdo de 75U,
provocou uma reducao de 26% no volume especifico dos paes em relacdo aos paes controle.
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Figura 4.2. Efeito da (CGTase) parcialmente purificada sobre o volume especifico do pao. CGTase
(U/100g farinha de trigo).

Resultados similares aos nossos foram encontrados por Jemli et al. (2007), que
adicionaram CGTase da bactéria Paenibacillus pabuli US132 e obtiveram um aumento de 11%
no volume dos paes, enquanto Shim et al. (2007), adicionaram Saccharomyces cerevisiae
modificado geneticamente com a inclusdo do gene responsavel pela sintese da CGTase, e
observaram um aumento de 20% no volume especifico desses paes.

Para Shim et al. (2007), os efeitos positivos no volume especifico dos paes sao
atribuidos a producdo de maltooligossacarideos e também a produgdo de acgUcares
fermentaveis como a glicose e a maltose pela acdo da CGTase, que podem ser usados no
metabolismo fermentativo da levedura, produzindo CO,, e assim promovendo o aumento no
volume. Por outro lado, Jemli et al. (2007), defendem que o aumento do volume dos paes nao
esta exclusivamente relacionado a producéo de acUcares fermentaveis, mas também depende
das interagdes das ciclodextrinas com a matrix protéica da massa.

Gujral et al. (2003), trabalharam com CGTase adicionadas em péaes de arroz, e
observaram um aumento no volume dos paes de 70% em relacdo aos paes controle. Para
estes pesquisadores o efeito positivo da CGTase é devido a atividade amilolitica desta enzima,
mais também devido a sua atividade ciclizante, que produz ciclodextrina capazes de formar
complexos de inclusdo com lipidios e também proteinas.

4.3.3. Acao da CGTase no envelhecimento do pao

4.3.3.1. Conteudo de agua do miolo e da crosta do pao

O conteldo de agua do miolo e da crosta dos paes controle e dos adicionados de
CGTase parcialmente purificada esta apresentada na Figura 4.3.
Durante o armazenamento, entre o primeiro e o quinto dia, houve uma redugdo no

contetido de agua do miolo dos paes controle e dos adicionados de CGTase (Figura 4.3 A),
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enquanto ocorreu um aumento no contetdo de agua da crosta (Figura 4.3 B), indicando uma
migracao da agua do miolo para a crosta. A partir do quinto dia de armazenamento, o contetdo
de agua do miolo e da crosta, de todas as amostras, tendeu a estabilizagao.
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Figura 4.3. Efeito da CGTase parcialmente purificada sobre o conteido de dgua do miolo (A) e da crosta
(B) durante o armazenamento do péo a 4 °C. CGTase (U/100 g farinha de trigo).

Ao final de dez dias de armazenamento o miolo dos paes adicionados de CGTase na
concentracdo de 30U apresentava um conteldo de agua 4% superior ao controle e um
conteudo de agua da crosta 6% superior aos paes controle. Portanto, apesar da clara migragao
de agua do miolo para a crosta, os carboidratos higroscopicos possivelmente formados pela
acao da CGTase no pao permitiram a obtencao de paes mais umidos (Figura 4.3 A,B).

Segundo Lee et al. (2002), que analisaram a producdo de maltooligossacarideos em
paes com CGTase, observaram que a composi¢cao e a quantidade de maltooligossacarideos
nos paes variaram dependendo do tipo de enzima usada (selvagem ou mutante). Nos paes
analisados por esses pesquisadores, 0s principais produtos encontrados foram maltotriose,
maltotetrose e maltopentose, todos os aglcares higroscépicos.

O maior contetdo de agua observado nos paes adicionados da maior concentracao de
CGTase, indica que a enzima degrada o amido da farinha de trigo em dextrinas e
oligossacarideos, que sao carboidratos mais higroscépicos do que o amido.

O escurecimento (visual) gradativo da crosta dos paes adicionados de CGTase também
confirma a atividade amilolitica da enzima (Figura 4.4). Altas temperaturas da crosta
alcangcadas durante o forneamento causam diferentes reagdes que ndo ocorrem no miolo,
como a reacao de Maillard. Essa reacdo requer aglcares redutores que também podem estar
sendo fornecidos pela CGTase, o que justificaria o escurecimento mais pronunciado dos paes
adicionados desta enzima.
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Figura 4.4. Efeito da CGTase parcialmente purificada sobre a coloragao da crosta do pao. CGTase
(U/100 g de farinha de trigo). Da esquerda para direita: controle, 15U e 30U de CGTase.

4.3.3.2. Avaliacao da firmeza do miolo do pao

A firmeza do miolo dos paes controle e dos adicionados de CGTase parcialmente
purificada esta apresentada na Figura 4.5.

Nos trés primeiros dias de armazenamento praticamente ndo houve diferenca entre a
firmeza do miolo dos paes obtidos da farinha controle e daquelas adicionadas de CGTase.
Apos este periodo, houve uma reducao na firmeza do miolo dos paes adicionados da enzima, e
ao final do décimo dia foi observada uma redugédo de 13,6% e 20% em relacdo ao controle,
para as concentracdes de 15U e 30U da enzima, respectivamente.
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Figura 4.5. Efeito da CGTase parcialmente purificada sobre a firmeza do miolo durante o
armazenamento do pao a 4 °C. CGTase (U/100 g farinha de trigo).

Experimento semelhante usando CGTase isolada de Paenibacillus pabuli US132, e
Saccharomyces cerevisiae modificado geneticamente com a inclusdo do gene responsavel
pela sintese da CGTase, mostrou uma redugao na firmeza do miolo dos paes de 42% e 54%,
respectivamente (JEMLI et al., 2007; SHIM et al., 2007). Para esses pesquisadores o efeito da
CGTase pode ser atribuido a degradacao do amido pela CGTase minimizando a retrogradacao
da amilopectina durante o armazenamento. As CDs poderiam causar um impedimento estérico
por ser um ciclooligossacarideo e também diminuir a perda de agua pelo sistema devido aos
grupos hidroxilas (OH) da face externa das CDs e devido também a presenca de outros

maltooligosacarideos que venha ser produzidos pela agcao desta enzima. Outros pesquisadores

119



trabalhando com CGTase comercial nas concentragdes de 0,066 e 0,122 U/100 g de farinha de
arroz, observaram uma redugéo na firmeza do miolo de 38,8% e 51,2%, respectivamente, no
quinto dia de armazenamento a temperatura ambiente (25°C) (GUJRAL; HAROS; ROSSEL.
(20083).

GUJRAL et al., 2003 mostraram que a adicdo de CGTase reduziu a firmeza em 53%
nestes paes em relacado aos paes controle. Esses pesquisadores acreditam que essa reducao
foi devido a acdo hidrolitica da enzima, que desaceleraria a retrogradacdo da amilopectina,
mais também pela produgdo de ciclodextrinas, que poderiam formar complexos de inclusao
com lipideos e também com proteinas, retardando assim a retrogradacdo da amilose pela
redugdo da tensdo superficial da massa e pela reducdo das interacdes amido(amilose)-gluten.
Outros estudiosos também defendem que uma das causas da firmeza do miolo durante o
armazenamento seja devido as interagdes entre a amilose e amilopectina com o glaten (HE;
HOSENEY, 1990; MARTIN; ZELEZNAK; HOSENEY, 1991; MARTIN; HOSENEY, 1991).

Segundo Cauvain, (2007), os aditivos antienvelhecimento proporcionam maciez aos
paes por afetarem a tensao superficial da massa, minimizando a reorganizagdo das cadeias
amorfas de amido em formas mais cristalinas. Por outro lado, a dureza do pao também pode
ser causada pela perda ou redistribuicdo da agua (migracao de agua). A producao de glicose,
maltose, oligossacarideos e ciclodextrinas pela acdo da CGTase, poderia influenciar a retencao
de agua nestes paes, por serem carboidratos mais higroscépicos que o amido.

4.3.3.3. Retrogradacao da amilopectina do miolo do pao

As entalpias de retrogradacao (AHr) da amilopectina do miolo dos paes controle e dos
adicionados de CGTase parcilamente purificada estao apresentadas na Figura 4.6.

Em todas as amostras nenhuma endoterma no tempo zero foi encontrada. No péao, a
retrogradacao da amilose ocorre nas primeiras horas ap6s o forneamento. A retrogradacao da
amilopectina ocorre a longo prazo e é considerada um dos principais fenébmenos responsaveis
pela firmeza do miolo durante o armazenamento. (RIBOTTA; BAIL, 2007). Outros fatores, como
temperatura de armazenamento, estrutura do polimero e outros componentes presentes na
farinha também influenciam o comportamento de retrogradagdo da amilopectina (ELIASSON,
1986).

Nos trés primeiros dias de armazenamento a variacdo na entalpia de retrogradacao
(AHr) foi linear e semelhante para todas as amostras estudadas. A adicdo de CGTase
provocou uma reduc¢do na entalpia de retrogradacéao (AHr), a partir do terceiro dia e foi mais
pronunciada para a maior concentracdo da enzima. Ao final do décimo dia, os paes
adicionados com 15U e 30U de enzima apresentaram uma reducao do AH de 14% e 17%,
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respectivamente em relagdo aos paes controle. Estes resultados estao correlacionados (0,98)

com os obtidos nas andlises de firmeza.
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Figura 4.6. Efeito da CGTase parcialmente purificada sobre a entalpia de retrogradagao do miolo do pao
durante o armazenamento a 4°C. Xilanase (U/100g farinha de trigo).

Lee et al. (2002) adicionando CGTase selvagem e mutante de Bacillus subtilis LK88,
Gujral; Haros; Rosell, (2003), adicionado CGTase comercial e Shim et al. (2007), trabalhando
com Saccharomyces cerevisiae modificado geneticamente com a inclusao do gene responsavel
pela sintese da CGTase, também observaram ao final do periodo de armazenamento uma
efetiva reducdo na entalpia de retrogradacao (AHr) do miolo desses paes em relagdo aos paes
controle.

Segundo Lee et al. (2002) os maltooligossacarideos, que sdo moléculas higroscopicas
produzidas pela agdo da CGTase no amido, seriam responsaveis por interferir nas interagoes
amido-amido, pela manutengdo da agua no sistema. Esses pesquisadores nao atribuiram a
menor retrogradagédo da amilopectina a formagéo de ciclodextrina, pois em todos os péaes foi
observada uma reducéo na retrogradacao deste polimero, independente da presenca ou nao
de CDs. Shim et al. (2007), também observaram uma diminuicdo na retrogradacdo da
amilopectina, mesmo ndo tendo encontrado ciclodextrinas nos paes adicionados de CGTase .

A conhecida natureza amilolitica da CGTase, e a redugdo da amilopectina encontrada
neste trabalho, mostrou a influéncia da massa molecular da amilopectina no processo de

retrogradacdo da mesma.

4.3.4. Estudo da suscetibilidade enzimatica do amido de trigo, frente a acao da
CGTase

4.3.4.1. Analise dos produtos de reacao da CGTase sobre o amido isolado da
farinha de trigo por HPAEC-PAD
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Os produtos obtidos da hidrélise do amido isolado da farinha de trigo pela CGTase
parcialmente purificada foram identificados e quantificados por HPAEC-PAD (Cromatografia de
Troca Anibnica de Alta Eficiéncia com Pulso Amperométrico) e por HPLC (Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia).

A ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase) € a Unica enzima capaz de converter amido
em oligossacarideos ciclicos denominados de ciclodextrinas por meio de uma reacdo de
ciclizacdo (JEMLI et al., 2007). Todas as CGTases produzem uma mistura de a, B e y-
ciclodextrinas e a producao das diferentes ciclodextrinas e suas proporcoes, dependem das
condi¢des de reacgdo e principalmente da fonte microbiana da enzima (BLACKOOD; BUCKE,
2000; DOUKYU; BIWER; ANTRANIKIAN; HEINZLE, 2003).

Na presenca de amido de trigo, a CGTase usada neste trabalho produziu apenas dois
tipos de ciclodextrinas a B-CD e a y-CD, como observado na Tabela 4.7. A concentragédo de -
CD foi bem superior a de y-CD em todos os tempos de hidrélise analisados, indicando a
especificidade desta enzima para a formagao de B-CD. A taxa de conversao maxima do amido
em ciclodextrinas foi de 28,1% em 24 horas de hidrolise, e apds esse tempo observou-se um
estado estacionario na reacdo de ciclizagdo catalisada por esta enzima. Uma conversao
maxima de amido em CDs de 42% foi obtida por Jemli et al., 2007) a partir de 100U/g amido de
batata, pela CGTase de Paenibacillus pabuli US 132, apdés 42 horas de hidrélise. Esses
pesquisadores observaram que concentracées de enzima superiores a citada (100U/g amido)
ndo aumentaram a producgéo de ciclodextrina.

Alves-Prado et al., (2008) usando amido de mandioca e batata-doce (2,5%) como
substrato para a acdo da CGTase isolada do mesmo microrganismo estudado neste trabalho,
também observaram a formagao apenas das CDs B e y, sendo a concentragao da primeira
superior a da segunda, como também observado neste trabalho. Entretanto, quando esses
pesquisadores utilizaram amidos de milho normal e ceroso como substratos, apenas a
formagéo de B-ciclodextrina foi observada.

A fonte amilacea interfere na atividade da enzima. Geralmente, o amido contém cerca
de 20% a 30% de amilose e 70% a 80% de amilopectina. Essa porcentagem e as
caracteristicas estruturais desses polissacarideos variam dependendo de sua fonte botanica
(Franco et al., 2001). Trabalho recente realizado no Laboratério de Cereais, Raizes e
Tubérculos com varios cultivares de trigo apontou um contedido de amilose aparente de cerca
de 28% para o amido de trigo (YONEMOTO; CALORI-DOMINGUES; FRANCO, 2007).
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Tabela 4.7. Produtos obtidos da degradagdo do amido de trigo gelatinizado (2,5% p/v) pela agao da
CGTase parcialmente purificada, detectados por HPLC.

Conversdo CD*

hi‘;zwfg(gf B-CD (mg/mL) y-CD (mg/mL) Total %)
0,5 0,99 0,32 1,31 5,24
1 3,23 0,67 3,90 15,6
2 3,65 0,73 4,38 17,5
4 4,14 0,69 4,83 19,3
6 5,55 1,03 6,58 26,3
8 5,93 1,08 6,96 27,8
24 5,72 1,31 7,03 28,1
48 5,65 1,10 6,75 27,0

*Taxa de conversao do amido em ciclodextrina (CD).

A dextrinizacdo maxima do amido de trigo foi de 76% apds 8 horas de hidrélise, e neste
mesmo periodo, as proporcoes de a, B e y-CD encontradas foram de 0:86:14, respectivamente.
(Figura 4.7). Assim, a CGTase estudada mostrou ser especifica para a formagdo de B-CD
podendo ser classificada como uma B-CGTase. Alves-Prado et al., (2008) observaram uma
porcentagem de dextrinizagcdo do amido de mandioca e batata-doce de 95% e 42%,
respectivamente apds 4 horas de hidrélise. Entre as trés ciclodextrinas, a 3-CD é a de maior
interesse, devido ao tamanho de sua cavidade hidrofobica, a qual é adequada para acomodar
diferentes moléculas como compostos volateis, proteinas e lipidios (SZEJTLI, 1992; DOUKYU;
KUWAHARA; AONO, 2003).

100 -
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Figura 4.7. Producdo de CDs pela agao da enzima CGTase parcialmente purificada sobre o amido de
trigo gelatinizado. Porcentagem de dextrinizagdo (método-iodo).

As CGTases também catalisam outras reacoes: a reacao de acoplamento que é reversa
a ciclizagdo, em que as ciclodextrinas sdo clivadas e transferidas a um receptor linear
(dextrinas lineares), e a reagao de desproporcionacdo em que dois oligossacarideos lineares
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sao convertidos em outros dois oligossacarideos também lineares, mas de tamanhos diferentes
(Van Der Veen, 2000). Em adicdo, estas enzimas também possuem uma fraca atividade
hidrolitica, em que o amido é hidrolisado a dextrinas lineares e a agua é o aceptor glicosil
(BLACKWOOD; BUCKE, 2000; JEMLI et al., 2007).

A Figura 4.8 mostra os picos dos produtos identificados apds catalise enzimatica do
amido de trigo pela CGTase (30U/100 g de farinha) por 48 horas, e os resultados estao
sumarizados na Tabela 4.8.

Foram identificados o monossacarideo glicose (G;), o dissacarideo maltose (G,) e os
oligossacarideos com DP de 3 a 7 (Gs-G;). No tempo zero (controle) pode-se verificar a
presenca de glicose, maltose e oligossacarideos com DPs 3-7. Esses produtos provavelmente
foram formados pela acdo das enzimas endogenas da farinha, a a-amilase e a B-amilase.
Normalmente, ha uma variacdo da quantidade de a-amilase presente no trigo e
consequentemente na farinha em fungéo das condi¢des do plantio, enquanto que a quantidade
de B-amilase, praticamente nao se altera (POUTANEN, 1997). Com o tempo de hidrélise a
concentracdo de maltose reduziu e as concentragbes dos oligossacarideos G4-G7
aumentaram, indicando que a CGTase realizou as reagdes de acoplamento,
desproporcionacao e/ou teve uma atividade hidrolitica (Tabela 4.8).
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Figura 4.8. Perfil cromatografico obtido por HPAEC-PAD da degradac¢ao do amido de trigo incubado com
CGTase (30U) parcialmente purificada a 55°C em diferentes tempos. Gy: glicose; Gy:
maltose, Gs: maltotriose, G,: maltotetraose, Gs: maltopentose, Gg maltohexose, Gg;

maltoheptose. Coluna analitica PA-100.
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Tabela 4.8. Produtos obtidos da degradac¢ao do amido de trigo, pela CGTase (30U) parcialmente
purificada a 55°C durante 48h, detectados por HPAEC-PAD.

Tempode G, (ug/mL) G (ug/mL) Gs(ug/mL) Ga(ug/mL) Gs(ug/mL)  Ge (ug/mL) G (ug/mL)
hidrdlise (h)

Controle 2,67 56,46 8,98 5,93 2,03 1,87 3,42
0,5 2,58 29,71 11,82 6,53 4,03 2,12 7,66
1 1,17 18,35 11,50 6,57 5,17 5,14 10,28
2 2,26 13,68 13,76 9,35 7,26 7,04 13,73
4 2,14 9,23 10,86 8,30 7,91 9,52 14,57
6 5,65 12,60 13,65 11,14 8,83 10,22 15,76
8 5,67 12,07 13,41 11,37 9,28 11,08 16,45
24 2,28 7,93 9,49 9,56 10,06 11,52 17,27
48 2,64 9,86 12,93 12,02 10,09 12,03 17,10

4.3.5. Acao da CGTase durante o processo de panificacao

4.3.5.1. Analise de maltooligossacarideos e ciclodextrinas formados no pao pela
acao da CGTase

Os produtos obtidos da adicdo de CGTase nos paes foram identificados e quantificados
por HPAEC-PAD (Cromatografia de Troca Anibnica de Alta Eficiéncia com Pulso

Amperométrico) e por HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia).

Depois de confirmada a formagao de 8 e y-CDs pela CGTase pela hidrélise do amido de
trigo isolado da farinha, foram realizadas as mesmas analises cromatograficas para verificar a

capacidade de formacao desses oligossacarideos ciclicos durante o processo de panificacao.

A concentracao de B-CD nos paes adicionados de 30U de CGTase por 100 g de farinha
foi de 0,03 mg/10 g de miolo, uma concentracdo 30 vezes menor que a encontrada quando a
CGTase teve como substrato o amido isolado. As ciclodexirinas alfa e gama ndo foram
detectadas nesses paes. Apesar da menor concentragdo de B-CD encontrada nos paes, nao
descartamos a possibilidade desse carboidrato influenciar positivamente as caracteristicas
tecnoldgicas e o processo de envelhecimento. Nos paes adicionados de 15U CGTase/100 g de
farinha ndo foram detectadas ciclodextrinas, porém acreditamos que elas tenham sido
produzidas pela acdo da CGTase, mas nao detectadas pelo indice de refragdo, devido sua
baixa sensibilidade. Como era esperado as CDs ndo foram detectadas nos paes controle, ja

que a CGTase nao é uma enzima endégena do trigo.
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Trabalhos realizados por Gujral et al., 2003 e Gujral; Haros; Rosell, 2003 analisando a
producédo de ciclodextrinas por HPLC em péaes de arroz adicionados de CGTase, mostraram
quantidades de CDs superiores as encontradas neste trabalho. As a, B e y-CD foram
detectadas, sendo a a-CD a produzida em maior extensédo, seguida da p-CD e da y-CD. A
formacédo de CDs acompanhada pela reacao de fenolftaleina em paes adicionados de CGTase
(selvagem e mutante) de Bacillus subtilis LKS88, também foi superior a encontrada neste
trabalho, como relatado por Lee et al, (2002). Por outro lado, outros trabalhos sobre panificacao
com adicdo de CGTase livre e de Saccharomyces cerevisiae mutante para o0 gene que
expressa a enzima CGTase, nao detectaram a presenca de CDs nesses paes (SHIM et al.
2004; SHIM et al., 2007).

Em alguns trabalhos, a presenca de ciclodextrinas confirma a atividade de ciclizagdo da
CGTase durante o processo de panificagdo, enquanto em outros elas ndo sao detectadas. Isto
pode ocorrer porque em cada caso as CGTases estudadas sdo isoladas de microrganismos

diferentes, e a complementaridade entre enzima e substrato é fundamental em enzimologia.

A Figura 4.9 mostra os picos dos produtos identificados por HPAEC-PAD nos paes
controle e adicionados de CGTase, e os resultados estdo sumarizados na Tabela 4.9. O
aumento de G1 a G5 nos paes adicionados de 15U de CGTase € 0 aumento de G1 a G5 e G7
nos paes adicionados de 30U de CGTase, indica a atividade amilolitica dessa enzima durante
0 processo de panificagdo (Tabela 4.9). Os carboidratos G1 a G7 encontrados nos péaes
controle sdo devido a atividade amilolitica das enzimas endégenas a e B-amilase. A nao
visualizacdo dos picos G5 a G7 na Figura 4.9 é devido a diferenca na concentracdo desses
produtos com relacdo a glicose e maltose, mas quando plotados em menor escala fica claro a
presenca desses oligossacarideos, até porque eles foram reconhecidos a partir de seus
respectivos padrdes cromatograficos.
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Figura 4.9. Perfil cromatogréafico obtido por HPAEC-PAD dos maltooligossacarideos presentes nos paes
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Tabela 4.9 Produtos produzidos no miolo dos paes durante o processo de panificagao, pela agao da
CGTase, detectados por HPAEC-PAD.

Produtos da _ Pao 15U Pao 30U
hidrélise Pac controle CGTase CGTase
Gi (mg/mL) 10,28 11,30 (+10%) 12,98 (+26%)
G, (mg/mL) 8,52 9,16 (+8%) 10,91 (+28%)
G; (mg/mL) 0,21 0,33 (+57%) 0,62 (+195%)
G4 (mg/mL) 0,034 0,036 (+6%) 0,16 (+371%)
Gs (mg/mL) 0,082 0,088 (+7%) 0,12 (+46%)
Ges (mg/mL) 0,033 0,022 (-33%) 0,029 (-12%)
G7 (mg/mL) 0,060 0,039(-35%) 0,066 (+10%)

* CGTase (U/100g farinha de trigo).

Lee et al. (2002) realizaram experimentos semelhantes utilizando CGTase (selvagem e
mutante) isolada de Bacillus subtilis LKS88. Esses pesquisadores conseguiram detectar por
HPAEC-PAD glicose e oligossacarideos com DPs 2-5 nos paes. Para esses pesquisadores a
higroscopicidade dos oligossacarideos produzidos pela CGTase pode interferir nas interaces
amido-amido por manter agua ao redor das moléculas de amilose e amilopectina, diminuindo a
taxa de retrogradacao do pao durante o armazenamento.

Com as andlises cromatograficos realizadas nos paes adicionados de CGTase, foi
possivel confirmar a atividade enzimatica de degradacdo (reacdo de acoplamento,
desproporcionagao e/ou atividade hidrolitica) e de ciclizagdo do amido pela CGTase, mesmo
durante o processo de panificacdo. As alteragdes positivas causadas pela CGTase como
aumento da estabilidade e da elasticidade das massas, aumento do volume das massas e dos
paes e principalmente a reducdo da firmeza do miolo e retardo na retrogradacdo da
amilopectina podem ser atribuidas a atividade degradativa da CGTase sobre 0 amido.

4.4, Conclusao

A aplicagao de ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase) parcialmente purificada de
Bacillus clausii E16 produziu alteragcbées nas propriedades das massas como 0 aumento da
estabilidade e elasticidade, enquanto promoveu leve reducao da extensibilidade. Esta enzima
aumentou o volume das massas e dos paes e reduziu a retrogradacado da amilopectina e a
firmeza do miolo, podendo ser usada como uma enzima antienvelhecimento. Nas andlises de
suscetibilidade da CGTase frente ao amido observou-se claramente a realizacao de reacoes de
acoplamento, desproporcionacao e/ou uma atividade hidrolitica. A presenca principalmente de
B-ciclodextrina confirma que a CGTase estudada neste trabalho é uma B-CGTase. A presenga
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de ciclodextrina no pao mostrou a preservagao da atividade de ciclizagdo da CGTase durante o
processo de panificacdo, apesar destas CDs terem sido detectadas em concentragcdes muito
baixas.

Apesar da higroscopicidade dos produtos liberados pela acdo da CGTase,
provavelmente o efeito antienvelhecimento ndo possa ser atribuido apenas a este fato, pois
nao houve alteracdo na absorcdo de agua pela massa e os paes adicionados com 30U de
CGTase apresentaram apenas um discreto aumento do contetido de agua do miolo e da crosta
ao final de dez dias de armazenamento.

O mecanismo de agdo da CGTase esta relacionado a producio de glicose, maltose e
maltooligossacarideos pela degradacdo das moléculas de amilose e amilopectina. A reducao
da retrogradacao das moléculas de amilopectina possivelmente se deu pela maior dificuldade
de reorganizagdo das moléculas de baixa massa molecular. A produgao de ciclodextrina
também influenciou positivamente, possivelmente pela formagdo de complexos com lipidios
adicionados a massa e com moléculas de baixa massa molecular, proporcionando uma maior

maciez aos paes adicionados da enzima, atuando cmo um emulsificante.
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5.1. Introducao

A perda econbémica resultante do envelhecimento do pao incentiva as pesquisas que
visam controlar ou até mesmo retardar o processo de envelhecimento desses produtos.

Durante o resfriamento € o armazenamento, novas interagcbes ocorrem na fracdo do
amido e as moléculas de amilose e de amilopectina reassociam-se dentro de estruturas mais
ordenadas, aumentando sua cristalinidade. Alguns pesquisadores relacionam a firmeza do
miolo com as transformagdes que ocorrem no amido, principalmente a formacao de estruturas
em dupla hélice e aumento das regides cristalinas (ZOBEL; KULP, 1996; GRAY; BEMILLER,
2003).

Segundo Cairns; Miles; Morris, (1991) mono e dissacarideos como a xilose, maltose,
ribose e frutose, provocaram a reducdo da taxa de retrogradacdo do amido. Miyazaki et al,
(2004), observaram que dextrinas de menor massa molecular também reduziram a
retorgradacdo da amilopectina, podendo ser usadas como um agente antienvelhecimento.

Componentes menores da farinha de trigo como os polissacarideos nao-amilaceos
também conhecidos como fibras e constituidos principalmente pelas arabinoxilanas (AX), B-
glucanas e peptidios-arabinogalactanas contribuem significativamente para a qualidade dos
produtos a base de trigo (COURTIN; DELCOUR, 2002; GOESAERT et al., 2009).

Muito tem sido feito no sentido de minimizar os efeitos negativos que o processo de
envelhecimento causa durante o armazenamento de paes. O uso de emulsificantes
(STAMPFLI; NERSTEN, 1995), hidrocol6ides (GUARDA et al., 2004), e mais recentemente a
utilizacdo de enzimas tém se destacado como um caminho promissor para a melhoria da
qualidade de produtos panificaveis. Entre as enzimas amplamente estudadas que alteram as
propriedades do amido ou dos polissacarideos ndo amilaceos, para melhorar as caracteristicas
da massa melhorando a qualidade dos paes e minimizando os efeitos do processo de
envelhecimento destacam-se as o-amilases (Defloor; Delcour, 1999), xilanases (Courtin;
Delcour, 2002; Haros et al., 2002; Jiang et al., 2005) e as CGTases (Martin; Hoseney, 1991;
Chung et al., 1998).

As amilases sao rotineiramente usadas em panificacdo como um agente
antienvelhecimento (GOESAERT et al., 2005). Uma amilase pouco estudada é a ciclodextrina
glicosiltransferase (CGTase). Essa enzima é capaz de hidrolisar o0 amido em uma série de
dextrinas ciclicas nao-reduzidas contendo seis (o), sete (B) e oito (y) unidades de glicose,
respectivamente, que sao unidas por ligacoes glicosidicas o-(1,4), além da producdo de
dextrinas de baixo peso molecular (Courtin; Delcour, 2001). Ha relatos na literatura de que uma
CGTase termoestavel isolada de Bacillus stearothermophilus ET1 (CGTase ET1) produz varios

maltooligossacarideos que atuam como potente agente antienvelhecimento no pao (CHUNG et
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al., 1998). Também foi relatado que o volume do pdo aumentou devido a acao de dextrinas
produzidas pela CGTase adicionada a massa do pao (GUJRAL et al., 2003).

Outra enzima estudada para melhorar a qualidade de paes é a xilanase. Essa enzima
hidrolisa as ligagdes glicosidicas B-1,4 entre as unidades de xilopiranosil da cadeia principal
das arabinoxilanas, liberando, xilose, xilobiose e oligissacarideos (COURTIN; DELCOUR,
2002). Alguns trabalhos sobre aplicacao de xilanase em panificacdo mostraram um aumento no
volume especifico dos paes e uma diminuigdo na firmeza do miolo durante o periodo de
armazenamento (JIANG et al., 2005; JIANG; BAIL; WU, 2007).

O conhecimento dos efeitos da xilanase termoestavel fungica e da CGTase bacteriana
em conjunto na fabricacdo de paes é ainda incompleto, no que diz respeito ao melhoramento
da qualidade da massa e ao processo de envelhecimento do p&o. A aplicacdo em panificacdo
de xilanase termoestavel fungica (Capitulo Ill) e CGTase bacteriana (Capitulo IV) em suas
formas isoladas, aumentou significativamente o volume especifico do pao e também a vida de
prateleira pela reducdo da firmeza do miolo e reducdo da retrogradacdo da amilopectina
durante o armazenamento, podendo ser aplicadas como enzimas antienvelhecimento. Deste
modo, este trabalho teve por objetivo estudar o efeito conjunto da aplicagdo dessas duas
enzimas na qualidade da massa e do pao e também seu efeito no processo de envelhecimento

do mesmao.

5.2. Material e Métodos

5.2.1. Material

Farinha de trigo obtida da moagem de gréos duros, adequada para producdo de pao,
gentiimente doada pelo moinho Sete Irméos (Uberlandia, Brasil) foi usada neste trabalho.
Outros ingredientes para confecgdo dos paes foram obtidos do comércio local (Sdo José do
Rio Preto, Brasil). Todos os outros reagentes utilizados foram puros para analise.

As enzimas utilizadas neste estudo foram a xilanase produzida por meio de fermentagao
solida pelo fungo Thermoascus aurantiacus CBMAI 756 e a ciclodextrina glicosiltransferase
(CGTase) produzida por meio de fermentagdo submersa pela bactéria Bacillus clausii E16,
parcialmente purificadas. Os dois extratos enzimaticos eram livres das enzimas amiloliticas a-

amilase e glucoamilase.

5.2.2. Métodos

5.2.2.1. Acao da xilanase e CGTase nas caracteristicas reoldgicas da farinha de
trigo
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Nos capitulos Il e IV, verificou-se que as concentragées adequadas de xilanase e CGTase
usadas individualmente no preparo dos paes foi de 35U e 30U por 100 g de farinha de trigo,
respectivamente. Assim, neste trabalho, estas concentragcdes foram escolhidas baseadas nos
resultados dos capitulos anteriores.

5.2.2.1.1. Propriedades farinograficas

As caracteristicas reolégicas da farinha de trigo controle e adicionadas de xilanase
(35U/100 g de farinha) e/ou CGTase (30U/100 g de farinha) parcialmente purificadas foram
determinadas utilizando as mesmas metodologias usadas para o estudo com a xilanase e
CGTase.

Esta analise foi realizada de acordo com o método descrito em 3.3.2.4.1

5.2.2.1.2. Propriedades extensograficas

Esta anélise foi realizada de acordo com o método descrito em 3.3.2.4.2.

5.2.2.1.3. Propriedades de pasta

Esta anélise foi realizada de acordo com o método descrito em 3.3.2.4.3.

5.2.2.1.4. Propriedades térmicas

Esta analise foi realizada de acordo com o método descrito em 3.3.2.4.4.

5.2.2.2. Producao de pao

5.2.2.2.1. Método de panificacao

Neste experimento as melhores concentracdes de xilanase (35U/100 g de farinha) e
CGTase (30U/100 g de farinha) obtidos nos experimentos anteriores foram adicionadas no pao
separadamente e em conjunto. A quantidade de agua adicionada foi determinada de acordo
com a absorgdo de agua da farinha determinada em farindgrafo (Brabender) e descrita no
laudo técnico da farinha, fornecido pelo Moinho Sete Irmaos. A xilanase (30U/100 g de farinha)
e/ou ciclodextrina glicosiltransferase (30U/100 g de farinha) foram adicionadas na agua para
garantir o amplo acesso em toda massa.

O método de panificacao foi realizado de acordo com o método descrito em 3.3.2.5.1.
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5.2.2.2.2. Avaliacao do volume e pH da massa

Esta analise foi realizada de acordo com o método descrito em 3.3.2.5.2.
5.2.2.2.3. Avaliacao do volume do pao

Esta analise foi realizada de acordo com o método descrito em 3.3.2.5.3.
5.2.2.3. Estudo do envelhecimento do pao

Para o estudo do envelhecimento, os paes apos o forneamento foram resfriados a
temperatura ambiente por 2 horas antes de serem armazenados em embalagens de polietileno
e estocados a 4°C por 10 dias. As analises do contetdo de agua, firmeza e de retrogradagao
da amilopectina dos paes controle e adicionados de xilanase e/ou CGTase parcialmente
purificadas foram realizadas nos dias 0, 3, 5, 7 e 10. Durante esse tempo, os paes foram

armazenados a uma temperatura de 4°C. Os pées foram mantidos a temperatura ambiente por
30 minutos antes de serem analisados.

5.2.2.3.1. Conteudo de agua do miolo e da crosta do pao

Esta anélise foi realizada de acordo com o método descrito em 3.3.2.6.1.

5.2.2.3.2. Avaliacao da firmeza do miolo do pao

Esta andlise foi realizada de acordo com o método descrito em 3.3.2.6.2.

5.2.2.3.3. Retrogradacao da amilopectina do miolo do pao

Esta andlise foi realizada de acordo com o método descrito em 3.3.2.6.3.

5.2.2.4. Analise estatistica

Esta andlise foi realizada de acordo com o método descrito em 3.3.2.8.

5.3 Resultados e discussao

5.3.1 Acao da xilanase e CGTase nas caracteristicas da farinha de trigo
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5.3.1.1. Propriedades farinograficas

Os parametros farinograficos das farinhas controle e das adicionadas de xilanase e
CGTase parcialmente purificadas estao representados na Tabela 5.1.

A farinha controle apresentou uma porcentagem de absor¢cdo de agua, estabilidade,
indice de tolerancia a mistura (I.T.M) e tempo de desenvolvimento especificos de farinha forte,
ideal para a produgao de paes, como ja relatado neste trabalho.

Nao houve alteragdo na absorcédo de agua pela farinha quando esta foi adicionada de
xilanase e CGTase. Com relacdo ao tempo de desenvolvimento houve um leve aumento
quando xilanase e CGTase foram adicionadas concomitantemente. A estabilidade das massas
também aumentou em relagdo a massa controle, e ndo houve qualquer alteragdo no I.T.M
(Tabela 5.1).

Tabela 5.1. Efeito da xilanase e CGTase parcialmente purificadas sobre as caracteristicas farinogréaficas
da farinha de trigo.

Tempo de Indice de
Farinha Absorcao (%)  desenvolvimento Estabilidade (min) tolerancia a
(min) mistura (UF)
Controle 60,5 12,0 9,5 30
Xilanase/CGTase 60,0 13,5 12,2 30

* Xilanase (35U) e CGTase (30U) (U/100g farinha de trigo).

A adicdo das duas enzimas em conjunto, em geral melhorou as caracteristicas

reolégicas da farinha, promovendo seu fortalecimento.

5.3.1.2. Propriedades extensograficas

Os parametros extensograficos das farinhas controle e das adicionadas de xilanase e
CGTase parcialmente purificadas estdo representados na Tabela 5.2.

Tabela 5.2. Efeito da xilanase e CGTase parcialmente purificadas sobre as caracteristicas
extensogréficas da farinha de trigo.

Farinha Resisténcia Resisténcia Extensibilidade Numero
(E.U.) maxima (U.E.) (min) proporcional (R/E)
Controle 520 700 135 3,8
Xilanase/CGTase* > 1000 > 1000 85 >10

* Xilanase (35U) e CGTase (30U) (U/100g farinha de trigo).
** Parametros extensograficos ap6s 135 minutos de fermentagao.
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A farinha controle apresentou os parametros de resisténcia a extensao, extensibilidade
e de numero proporcional, especificos de farinha forte, como ja relatado neste trabalho.

Os parametros extensograficos das massas adicionadas de xilanase e CGTase foram
alterados. A resisténcia (elasticidade) e a resisténcia maxima aumentaram em relagcdo a massa
controle e a extensibilidade reduziu, aumentando entdo o nimero proporcional.

Estes resultados indicam um fortalecimento da farinha quando as enzimas foram
utiizadas em conjunto, tornando a massa mais adequada para producdo de produtos
fermentaveis como o pao, por permitir que a massa se expanda durante a fermentacao sem

que ocorram grandes deformagdes na mesma.

5.3.1.3. Propriedades de pasta

As propriedades de pasta da farinha de trigo controle e das adicionadas de xilanase
e/ou CGTase parcialmente purificadas foram determinadas por meio do RVA e estdo
apresentadas na Tabela 5.3.

Tabela 5.3. Efeito da xilanase, CGTase e xilanase/CGTase parcialmente purificadas sobre as
propriedades de pasta1 da farinha de trigo.

Viscosidades (RVU)
Farinha T. pasta (°C) vis C’ZQC,-Z ade Quebra Viscf?sgade Setback
Controle 87,2+0,0 235+0,5 97,1 £ 0,7 270+2.3 124 +2,6
35U xilanase™ 87,3+0,3 235+0,2 93,522 270+ 3,4 123 +£0,5
30U CGTase* 86,3+0,0 189 + 2,1 73,5+3.3 236+2,0 122+1,5
Xilanase/CGTase” 86,3 +0,0 190 £ 0,9 74,8 + 3,1 234 +1.2 120+1,0

"Média de duas replicatas.
* Xilanase e/ou CGTase (U/100g farinha de trigo).

A adicédo de xilanase (35U/100 g de farinha) n&o alterou as propriedades de pasta da
farinha, como ja observado neste trabalho, quando a acdo da xilanase em diferentes
concentracdes nas propriedades de pasta foi avaliada (Capitulo Ill). Novamente a enzima
amilolitica CGTase (30U) reduziu os picos de viscosidade, viscosidade final e tendéncia a
retrogradacao (setback) da farinha, também ja observado neste trabalho (Capitulo IV) (Tabela
5.3).

Com a adicado das duas enzimas em conjunto, a reducao dos picos de viscosidade,
viscosidade final e tendéncia a retrogradagao (setback) foram praticamente os mesmos dos
observados quando apenas a CGTase estava presente (Tabela 5.3 e Figura 5.1).

Estes dados indicam claramente que as alteracbes observadas na farinha adicionadas
com as enzimas em conjunto sdo atribuidas somente a CGTase, em funcdo da degradagao do
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amido presente em moléculas menores, causando a reducdo da viscosidade de pasta e da
retrogradacao da amilose.
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Figura 5.1. Perfil viscoamilogréfico das farinhas de trigo adicionadas de xilanase e/ou CGTase
parcilamente purificadas.

5.3.2. Acao da xilanase, CGTase e xilanase/CGTase nas caracteristicas
tecnolégicas da massa e do pao

5.3.2.1. Avaliacao do volume e pH da massa
O aumento do volume das massas durante a fermentacéo e o pH das massas controle e
adicionadas de xilanase, CGTase e xilanase/CGTase parcialmente purificadas estao

apresentados na Tabela 5.4.

Tabela 5.4. Efeito da xilanase, CGTase e xilanase/CGTase parcialmente purificadas sobre o volume e

pH da massa.
Massa Volume (%) Aumento (%) pH
Controle 230 53
35U xilanase* 270 (+17%) 5,1
30U CGTase* 283 (+23%) (+23%) 5,3
Xilanase/CGTase* 250 (+9%) 5,0

*Xilanase (35U) e/ou CGTase (30U) (U/100g farinha de trigo).

Como também observado anteriormente neste trabalho, as massas adicionadas de
xilanase e CGTase individualmente apresentaram volume superior ao da massa controle
(Capitulo Il e IV). Quando essas enzimas foram adicionadas em conjunto, o volume dessa
massa também foi superior ao volume da massa controle, porém inferior aqueles das massas

adicionadas de xilanase e CGTase separadamente (Tabela 5.4).
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5.3.2.2. Avaliacao do volume do pao

O volume especifico dos paes controle e dos adicionados de xilanase, CGTase e
xilanase/CGTase parcilamente purificadas estd apresentado na Figura 5.2. Os paes
adicionados de xilanase (35U/100 g de farinha) e CGTase (30U/100 g de farinha)
apresentaram um volume 19% e 23% superiores ao dos paes controle, respectivamente. No
entanto, quando essas enzimas foram adicionadas em conjunto, o volume dos paes foi 14%
superior aos volumes dos paes controle.

6,0 CGTase (30U)

Xil/CGTase
AT

IS [
FEELEELELE L
CE PPy
CE PPy
CE Py
PSS
EEr Py
EEE Y
WIS

VoA A ELELEE S
LSS
CE PPy

’

5,0

Volume especifico (mL/g)

Figura 5.2. Efeito da xilanase, CGTase e xilanase/CGTase parcialmente purificadas sobre o volume
especifico do pao. (U/100g farinha de trigo).

Novamente como observado nas andlises dos volumes das massas, a adicao das duas
enzimas em conjunto melhorou o volume dos pées em relagdo ao controle, mas ndo houve um
efeito positivo em conjunto dessas enzimas sobre o volume dos paes. Martinez-Anaya e
Jimenez (1997), usando uma combinacdo de pentosanase/amilase comercial em paes
observaram uma aumento significativo no volume especifico desses paes em relagdo aos paes

controles.

5.3.3. Acao da xilanase, CGTase e xilanase/CGTase no envelhecimento do pao

5.3.3.1. Conteudo de agua do miolo e da crosta do pao

As Tabelas 5.5 e 5.6 apresentam o conteddo de agua do miolo e da crosta dos paes
adicionados de xilanase, CGTase e xilanase/CGTase parcipalmente purificadas.

No presente estudo, o contelido de agua do miolo dos paes frescos esteve em torno de
39%, exceto para os paes adicionados de xilanase que apresentaram um conteldo de agua do
miolo menor, em torno de 36%. Durante o armazenamento houve uma redugdo significativa
(p<0,05) no conteudo de agua do miolo dos paes controle e dos adicionados de xilanase até o
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décimo dia, enquanto que para os paes adicionados de CGTase e xilanase/CGTase houve
uma reducgao significativa (p<0,05) no conteldo de agua do miolo desses paes apenas até o
quinto dia de armazenamento. No entanto, ao final de dez dias ndo foi observado uma
diferenca significativa (p<0,05) no contelido de agua do miolo desses. Todos apresentaram um
teor de unidade em torno de 35%. Por outro lado, no ultimo dia de armazenamento dos paes
controle e aqueles adicionados de xilanase, a umidade do miolo foi menor e em torno de 30%
(Tabela 5.5.).

Tabela 5.5. Conteldo de agua do miolo dos pées controle e adicionados de xilanase, CGTase e
xilanase/CGTase parcialmente purificada.

Xilanase
(U/100g de farinha Conteudo de dgua do miolo %
de trigo
Dia 0 Dia 3 Dia 5 Dia 7 Dia 10
Controle 39,78 +0,54** 34,38 +0,34%® 33,95 + 0,47 33,58 + 0,65° 31,83 + 0,32°°
Xilanase 36,24 + 0,31 34,34 +0,99%° 32,37 + 0,86 32,17 + 1,03%¢ 29,93 + 0,87°°
CGTase 39,16 + 0,56°* 35,91 + 0,74%® 34,06 + 0,57°° 33,85 + 0,46°C 34,46 + 0,87°%°

Xilanase/CGTase 38,01 +0,62°* 34,98 +0,81%® 33,07+0,18%°C 33,74 +0,38%5¢ 34,53 +0,52°5¢

Valores seguidos pela mesma letra mintscula ha mesma coluna nao diferem significativamente pelo teste de
Tukey.

Valores seguidos pela mesma letra mailscula na mesma linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey.
(p<0.05).

Xilanase, Thermoascus aurantiacus CBMAI 756; CGTase, Bacillus clausii E16.

Durante o armazenamento houve um aumento significativo (p<0,05) no conteido de
agua da crosta de todos os paes até o quinto dia, exceto para aqueles adicionados de
xilanase/CGTase que mostraram um aumento progressivo até o sétimo dia. Ao final de dez
dias de armazenamento, ndo foi observado diferenga significativa (p<0,05) no conteddo de

agua da crosta de todos os paes, que apresentaram valores em torno de 26% (Tabela 5.6).

Tabela 5.6. Contelido de agua da crosta dos paes controle e adicionados de xilanase, CGTase e
xilanase/CGTase parcialmente purificada.

Xilanase
(U/100g de Conteudo de dgua da crosta %
farinha de trigo)
Dia 0 Dia 3 Dia 5 Dia 7 Dia 10
Controle 21,21 + 0,40%° 23,55 + 0,64%° 25,58 + 0,68 26,35 + 0,474 26,96 + 0,25
Xilanase 21,59 + 0,91%° 23,49 + 0,58%° 25,96 +0,71%* 25,62 + 0,37 26,35 + 0,42%*
CGTase 18,93 + 0,83 24,83 +0,47%® 26,02+ 0,258 26,66 +0,50%* 27,06 + 0,88%"

Xilanase/CGTas

18,68 + 0,52°°

24,28 + 0,66%C

25,29 + 0,42°5¢

27,10 £0,50**

26,71 + 0,60

Valores seguidos pela mesma letra mintscula ha mesma coluna nao diferem significativamente pelo teste de

Tukey.

Valores seguidos pela mesma letra mailscula na mesma linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey.

(p<0.05).

Xilanase, Thermoascus aurantiacus CBMAI 756; CGTase, Bacillus clausii E16.
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Em todas as amostras, durante o armazenamento, a umidade do miolo reduziu e a

umidade da crosta aumentou, indicando migragéo de agua do miolo para a crosta.

5.3.3.2. Avaliacao da firmeza do miolo do pao

A firmeza do miolo dos paes controle e dos adicionados de xilanase, CGTase e
xilanase/CGTase parcialmente purificadas esta apresentada na Figura 5.3.

Durante todo o periodo de armazenamento houve um aumento da firmeza do miolo
para todas as amostras estudadas. Até o terceiro dia a firmeza do miolo dos paes controle e
dos adicionados de xilanase foi semelhante, mas a partir deste dia de armazenamento ficou
evidente o efeito antienvelhecimento dessa enzima. O efeito antienvelhecimento da CGTase e
da xilanase/CGTase pode ser observado desde o primeiro dia de armazenamento. Ao final do
periodo de armazenamento, os paes adicionados de xilanase, CGTase e xilanase/CGTase
mostraram uma redugado na firmeza do miolo de 25%, 29% e 38%, respectivamente. Nesta
analise ficou claro o efeito positivo em conjunto das enzimas em relacdo a redugéo da firmeza
desses péaes (Figura 5.3)

0,0 T T T T T 1

0 2 4 6 8 10
Tempo (dias)
-@- controle —A- xilanase 35U -—— CGTase 30U & xil/CGTase

Figura 5.3. Efeito da xilanase, CGTase e xilanase/CGTase parcialmente purificada sobre a firmeza do
miolo durante o armazenamento do pao a 4 °C. Xilanase e/ou CGTase (U/100 g farinha de
trigo).

Martinéz-Anaya e Jiménez, (1997), verificaram uma reducéo entre 40 e 60% na firmeza
do miolo dos péaes durante o processo de envelhecimento, quando estes foram adicionados de
uma combinacao de varias pentosanases e amilases comerciais.

De acordo com Armero; Collar, (1998), a firmeza do miolo durante o armazenamento
depende principalmente da firmeza inicial do miolo do pao fresco. Neste trabalho ndo foi
observado diferencas consideraveis na firmeza inicial do miolo em nenhuma amostra estudada,

mas houve uma alteragédo na firmeza do miolo durante o processo de envelhecimento.

146



A CGTase apresenta uma atividade 6tima na temperatura de 55°C, apresentando assim
uma melhor atividade catalitica durante a etapa de fermentagdo da massa. Por outro lado, a
xilanase apresenta uma atividade étima na temperatura de 75°C e assim, poderia atuar mais
efetivamente durante a etapa de forneamento. Deste modo, estes resultados sugerem que
poderia haver uma atuagao enzimatica durante todas as etapas do processamento dos paes.

As analises de suscetibilidade da xilanase e da CGTase sobre seus respectivos
substratos (arabinoxilana e amido), apresentados nos capitulos Ill e IV (Figuras 3.3, 3.5 e
Tabelas 4.7 e 4.8) mostraram a degradacao desses substratos em moléculas de menor massa
molecular. Assim, a redu¢do mais pronunciada da firmeza do miolo nos pées adicionados das
duas enzimas em conjunto, indica um efeito antivenvelhecimento sinergistico dos produtos
liberados pelas enzimas estudadas.

5.3.3.3 Retrogradacao da amilopectina do miolo do pao

As entalpias de retrogradacao (AHr) da amilopectina do miolo dos pées controle e dos
adicionados de xilanase, CGTase e xilanase/CGTase parcialmente purificada estao
apresentadas na Figura 5.4.

2,5 1

2,0
1,5 1

1,0 1

Delta H (J/g)

0,5 A

0 2 4 6 8 10
Tempo (dias)

-O- Controle 4 xilanase {J- CGTase —- Juntas

Figura 5.4. Efeito da xilanase, CGTase e da xilanase/CGTase parcialmente purificadas sobre a entalpia
de retrogradagao do miolo do pao durante o armazenamento a 4°C.

Nos trés primeiros dias de armazenamento, o aumento da variacdo na entalpia de
retrogradacao (AHn) foi linear e semelhante para todas as amostras estudadas. A diferenca
na entalpia de retrogradacéo (AHr) dos paes com enzimas em relagédo aos paes controle ficou
mais evidente a partir do quinto dia de armazenamento. Ao final do experimento, a redugao
da taxa de retrogradacdo dos paes adicionados de xilanase, CGTase e das duas enzimas
juntas foi de 11%, 14% e 17% em relagao ao controle, respectivamente (Figura 5.4).

Um pequeno efeito positivo em conjunto das enzimas foi observado, no entanto muito
inferior aquele observado para a firmeza do miolo.
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A relacédo entre retrogradacdo do amido e envelhecimento do pao esta baseada na
observacdo comum de que a taxa de retrogradacao do amido esta relacionada a firmeza do
miolo durante o armazenamento do pdo (CAUVAIN, 2007).

Neste trabalho, foi observada uma correlacao positiva (0,88) entre a firmeza do miolo e
a retrogradacao da amilopectina. A producao de moléculas higroscépicas, principalmente xilose
e xilobiose (Capitulo Ill) pela agdo da xilanase; e glicose, maltose e maltooligossacarideos com
DPs de 3 a 5 (Capitulo 1V) pela agdo da CGTase melhorou a distribuicido de agua no péao e a
presenca dessas moléculas menores provavelmente causaram um impedimento estérico para

a reorganizagao das moléculas de amilopectina.

5.4. Conclusao

A presenca das enzimas xilanase e CGTase nao causou um efeito em cojunto
pronunciado nas caracteristicas reolégicas da farinha, no volume da massa e do pdo, mas com
relacdo aos paes controle pode-se observar que essas enzimas utilizadas em conjunto
melhoraram a qualidade da massa e do pao.

Neste trabalho ficou claro o efeito positivo no envelhecimento dos paes, quando as
enzimas em estudo foram adicionadas em conjunto. Esse efeito antienvelhecimento foi
suportado pela forte redugéo na firmeza do miolo desses paes. Nesse experimento mostrou
que os produtos liberados pela acao da xilanase (capitulo Ill) e os produtos liberados pela acao
da CGTase (capitulo IV) podem atuar de forma complementar, reduzindo eficientemente a
firmeza do miolo. Por outro lado, um pequeno efeito positivo em conjunto foi observado na
retrogradacao da amilopectina, mostrando que o envelhecimento do pao nao esta restritamente
relacionado a este processo.
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Conclusoes Finais

» O substrato que resultou no melhor perfil enzimatico para o uso em panificagao foi o
sabugo de milho, porque exibiu alta atividade xilanolitica e baixa atividade amilolitica e
proteolitica.

» As caracteristicas fisico-quimicas da xilanase sintetizada pelo T. aurantiacus CBMAI 756,
revelou que a enzima tem um pH 6timo de 5,0, temperatura 6tima de 75°C e permanece
estavel em uma ampla faixa de pH (4,0-10,0) e até 70°C.
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» A xilanase aumentou significativamente o volume especifico do pdo. A especificidade da
xilanase é pelas arabinoxilanas WU-AX. Esta enzima aumentou a vida de prateleira dos
paes pela reducao da firmeza do miolo e redugao da retrogradacdo da amilopectina durante
0 armazenamento, podendo ser aplicada como uma enzima antienvelhecimento

» A CGTase aumentou o volume dos paes e reduziu a retrogradacdo da amilopectina e a
firmeza do miolo, podendo ser usada como uma enzima antienvelhecimento. Observou-se
claramente a atividade degradativa da CGTase frente ao amido de trigo e durante o
processo de panificacdo. A CGTase estudada é uma B-CGTase.

» Ficou claro o efeito positivo no envelhecimento dos péaes, quando as enzimas em estudo
foram adicionadas em conjunto. Esse efeito foi suportado pela forte redugéo na firmeza do
miolo desses paes. Os produtos liberados pela agdo da xilanase e os produtos liberados
pela agdo da CGTase atuaram de forma complementar, reduzindo eficientemente a
firmeza do miolo. Por outro lado, um pequeno efeito positovo em conjunto foi observado na
retrogradacdo da amilopectina, mostrando que o envelhecimento do pao nao esta

restritamente relacionado a este processo.
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