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RESUMO

Durante o longo periodo de fermentagio da esponja, no processamento de
crackers, ocorrem varias transformagdes que provocam a queda do pH e da resisténcia a
extensao da massa. O enfraquecimento do gliten resultante, torna a massa adequada as
etapas de laminagdo, formagao e cozimento. Esta pesquisa objetivou estudar os efeitos
da adi¢do de proteases comerciais, fungica e bacteriana, nas variaveis do processamento
de crackers, nas propriedades da massa, e na qualidade do produto final. Para a obtencao
do cracker foram desenvolvidas a formulagdo e as condi¢des de processo em laboratorio,
usando-se o procedimento convencional esponja ¢ massa, no qual os tempos de
fermentagdo da esponja e da massa foram estabelecidos em 18 e 6 horas,
respectivamente. Com relacdo as variaveis do processo, a adi¢do das proteases fiingica
(400 e 500ppm) e bacteriana (200 e 250ppm), diminuiram em 20% o tempo de mistura
da massa, estabelecido no processo convencional, sem adigio de proteases. Os tempos
de fermentagdo da esponja e da massa foram também reduzidos em 33,3 e 50%,
respectivamente, o que representou a reducdo de 9 horas no tempo total de produ¢do de
crackers (24 horas). A adigio de proteases provocou mudangas nas massas fermentadas,
medidas por parametros determinados no extensografo Brabender, pH, viscosidade e
solubilidade das proteinas. As modificagdes reologicas sofridas, principalmente na
elasticidade da massa, durante 18 horas de fermentagdo da esponja no processo
convencional (sem adi¢do de proteases) foram similares as obtidas nas massas com
adicdo de protease filngica (500ppm) e bacteriana (250ppm), durante 12 horas de
fermentacio da esponja. A presenca das proteases na esponja, nas concentragdes
estudadas, causaram o abaixamento gradual do PH apos 4, 8 e 12 horas de fermentacio
da esponja a valores proximos, porém superiores aos encontrados no processo
convencional (sem adicio de enzimas),comparando-se 0s mesmos tempos de
fermentagdo. Com relagio ao processo convencional, os resultados mostraram que a
adicdo de proteases na esponja reduziu a viscosidade e aumentou a solubilidade das
proteinas nas massas, a medida que o tempo de fermentagdo aumentou. Comparando-se
a acdo das proteases apos 12 horas de fermentagdo da esponja, concluiu-se que a enzima
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bacteriana (250ppm) foi a mais eficaz na reducdo da viscosidade dos extratos de
proteinas, enquanto que a enzima fungica (500ppm) foi a mais efetiva no aumento da
solubilidade das mesmas A qualidade dos crackers foi avaliada por medidas fisicas
(peso, comprimento, largura, espessura. volume e densidade) e por analises instrumentais
(cor e textura). As médias das medidas fisicas avaliadas nos crackers elaborados nos
processos T3 (com protease fungica, 500ppm) e TS (com protease bacteriana. 250ppm),
ndo diferiram entre si ao nivel de 5% de significancia, pelo teste de Tukey. com excecio
do volume ¢ densidade. Em relagdo ao processo T1 (processo convencional), as médias
dos pesos dos crackers ndo diferiram dos valores obtidos nos processos T3 e TS5.
Entretanto, as demais médias das medidas fisicas apresentaram diferengas significativas.
As massas contendo 500ppm de protease fungica (T3) produziram crackers com maior
volume e menor densidade, em relagao aos do processo T1 e TS. A analise das medidas
dos parametros de cor no sistema L, a*, b* dos crackers processados com protease
fungica (T3) foram similares as obtidas no processo convencional (T1). No entanto, foi
observado que os biscoitos obtidos nos trés tratamentos apresentaram aspecto e
coloragao atraentes. A avaliagio instrumental da textura dos biscoitos, obtida no
analisador de textura TA-XT2 mostrou que as médias dos valores de dureza, nos
tratamentos com proteases (T3 e T5), ndo diferiram entre si, ao nivel de 5% de
significancia, pelo teste de Tukey, sendo porém diferentes (menores) das médias obtidas
no processo convencional (T1). Portanto a adi¢do de protease filngica e bacteriana
melhorou a textura dos biscoitos, considerando-se que a menor dureza ¢ um atributo de

qualidade desejavel nos crackers.
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SUMMARY

During the long period of sponge fermentation, on the crackers processing. the
ocecurrence of several transformations causes the falling of the pH and the resistance to
the extension of the dough. The resulting gluten weakness turns the dough appropriate
for the steps of lamination, formation and baking This research aimed to study the
effects of the addition of commercial, fungal, and bacterial proteases in variables of the
crackers’processing. in dough’s properties and in the quality of the final product. In
order to obtain the crackers, formulation and appropriate conditions of the process were
developed in laboratory, using the conventional procedure of sponge and dough,
allowing fermentation to take place on sponge and dough during 18 and 6 hours,
respectively. In relation to the variables of the process, the addition of fungal (400 and
500ppm) and bacterial (200 and 250ppm) proteases reduced in 20% the time of the
dough mixture, as established in the conventional process without the proteases addition.
The period of the sponge and dough fermentation was reduced in 33.3 and 50%,
respectively, representing a reduction of 9 hours in the total period of production of
crackers (24 hours). The addition of proteases provoked changes in the fermented
dough, measured by the rheological characteristics determined on the Brabender
extensograph, pH, viscosity and solubility of proteins. The rheological changes
occurred, mainly in the elasticity of the dough during 18 hours of sponge fermentation in
the conventional process (without addition of proteases) were similar to those obtained
in dough with addition of fungal (500ppm) and bacterial (250ppm) proteases during 12
hours of sponge fermentation. The presence of both types of proteases (fungal and
bacterial) in the sponge, in the studied concentrations, caused the gradual decline of pH
after 4.8 and 12 hours of the sponge fermentation to values close to but higher than the
ones found in the conventional process (without addition of enzymes), comparing the
same times of fermentation. In relation to the conventional process, the results showed
that the addition of proteases to the sponge reduced the viscosity and increased the
solubility of the proteins in the dough, as the time of fermentation increased. Comparing

the action of the proteases after 12 hours of the sponge fermentation, it was concluded
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that the bacterial enzvme (250ppm) was the most effective in the reduction of the protein
viscosity. and the fungal enzyme (500ppm) was the most effective in the increase of their
solubility. The quality of the crackers was evaluated by physical measurements (weight,
length, width, thickness. volume and density) and by instrumental analysis (colour and
texture) The average of the physical measurements of the crackers made in the
processes T3 (with fungal protease, 500ppm) and TS (with bacterial protease. 250ppm)
did not differ among each other at the 0.05 significance level, using the Tukey test, with
exception to volume and density. In relation to the process T1 (conventional process)
the average of the variables of weight of the crackers did not differ from the values
obtained in the processes T3 and T5 Nevertheless, the remaining averages of the
physical measurements presented significant differences. The dough which contains
500ppm of fungal protease (T3) produced crackers with more volume and less density in
relation to the processes T1 and T5. The analysis of colour parameter measurements in
the system L, a*, b* of the crackers processed with fungal protease (T3) were similar to
the ones obtained in the conventional process (T1), but the biscuits obtained by the three
treatments presented attractive colour and appearance. The instrumental evaluation of
the texture of the biscuits through the values of hardness obtained by the TAXT2
Texture Analyzer, indicated that the averages of the values of hardness in treatments
with proteases (T3 and T5) did not differ among each other, at the 0.05 significance
level, using the Tukey test, but they indicate differences in the averages obtained in the
conventional process (T1). The biscuits produced with addition of fungal and bacterial
proteases presented the best texture, considering that less hardness is a desirable quality

in crackers.
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I. INTRODUCAO

Os biscoitos tipo cracker sao produzidos em maior variedade que qualquer
outro tipo de produto de panificagdo. Estes biscoitos. diferem entre si pelas propor¢oes
de seus ingredientes principais: farinha de trigo, agua, agucar, gordura e outros

elementos usados em menores quantidades.

A farinha de trigo € considerada o ingrediente mais importante no
processamento de biscoitos, devendo conter teores de proteina relativamente baixos e
propriedades de gluten adequadas, ou seja, baixa elasticidade e média extensibilidade

(MAILHOT & PATTON, 1988).

As caracteristicas reologicas das massas dos crackers dependem basicamente
das proteinas, formadoras do gluten, gliadina e glutenina. Na etapa de mistura € formada
a rede do gluten, através de ligagdes dissulfeto e de outros tipos de interagdes, as quais
sdo responsaveis pelas propriedades mecanicas das massas. A presenga de proteases da
propria farinha ou adicionada no processamento, provoca quebra parcial na rede proteica
pelo rompimento de ligagdes peptidicas, sendo que a extensio desta quebra ira depender
do tipo e do teor de enzima adicionada a formulagdo. Segundo LIN et al. (1993) as
enzimas proteoliticas atuam no enfraquecimento da rede do glaten diminuindo sua

elasticidade e reduzindo os tempos de mistura e de fermentagao das esponjas.

A adigio de proteases no processamento de crackers diminui ou mesmo elimina
os efeitos decorrentes do fenomeno de retragdo das massas, de tal forma que se pode
controlar as caracteristicas dimensionais dos biscoitos. Desta forma, a industna de
biscoitos que utiliza enzimas proteoliticas, passa o dispor de um mecanismo eficaz contra
as consequéncias indesejaveis de excessivo teor proteico verificado em determinadas
farinhas. Os efeitos dessas enzimas nas propriedades viscoelasticas do gliten determinam

a formagao de um produto mais friavel, de menor densidade e dureza, e melhor textura.

As proteases também influenciam as propriedades organolépticas dos crackers

promovendo a liberagdo de aminoacidos que, no periodo de fermentagdo e cozimento,



participam de reagoes responsaveis pelo escurecimento desejavel dos biscoitos e
desenvolvimento do aroma e sabor, o que leva a melhoria da sua palatabihdade

(MONNIER & GODON. 1975, HASEBORG, 1981, L.YONS. 1982)

A adigao de agentes redutores. como cisteina ou bissulfito, tambeém causam
modificagdo na rede do gluten. porém a formagao de grupos sulfidrilas livres podem
resultar em compostos que prejudicam o sabor dos biscoitos (HASEBORG, 1981,

LYONS, 1982)

No Brasil, a farinha de trigo € comercializada sem o conhecimento de sua
qualidade tecnoldgica, o que torna necessario adequa-la as especificagdes de qualidade
estabelecidas para cada produto de panificagdo, o que pode ser feito atraves de

altera¢0es no processamento e/ou o uso de aditivos.

O emprego de proteases de origem fungica ou bacteriana apresenta-se como
uma possibilidade para resolver os problemas relacionados com a qualidade da farinha de

trigo para uso no processamento de crackers.

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver a formulagdo e as
condi¢des de um processo laboratorial para produ¢@o de biscoito tipo cracker, através
do qual foi possivel estudar os efeitos da adigao de proteases comerciais, fungica ou
bacteriana, em variaveis do processamento dos crackers, em propriedades da massa e na

qualidade do produto final.
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. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.A qualidade da farinha de trigo

A farinha de trigo ¢ a matéria prima basica do processamento de biscoitos e
crackers, e certamente 6 ingrediente de maior variabilidade em relacdo aos demais.
CREIGHTON & HOSENEY (1990a) admite que o maior problema encontrado na
produgdo comercial de cracker ¢ a variagdo na qualidade das farinhas, que embora
apresentando composigdes quimicas similares podem resultar em produtos de qualidades

distintas.

A selegao de trigos de boa qualidade para produgio de crackers é
exiremamente importante, uma vez que as caracteristicas desejadas na farinha e no
produto final devem estar presentes no trigo (TANILLI, 1976). A qualidade da farinha
de trigo esta, portanto, diretamente relacionada com o tipo de trigo de origem, o qual
através de suas caracteristicas determina a principal propriedade de uma farinha, a forga,

a qual reflete diretamente na qualidade tecnologica do produto final.
1.1.  Tipos de trigo

Os trigos pertencentes a espécie Triticum aestivum podem ser agrupados em
cinco grandes categorias: trigos duros vermelhos de inverno, trigos duros de primavera,
trigos moles vermelhos de inverno e trigos moles branco de inverno e de primavera

(PYLER, 1982).

O conteido de proteina dos trigos depende principalmente de fatores
agronomicos e ambientais, tais como teores de nitrogénio e de umidade do solo e
temperatura durante o periodo de desenvolvimento da planta. O contetido de proteina do
grao pode variar entre 7 a 20%, podendo ser encontradas, ocasionalmente. amostras fora

desta faixa (CAMPBELL & LEE, 1982).



As farinhas provenientes de trigos moles se diferenciam das farinhas de trigos
duros pelo teor de proteina mais baixo, menor capacidade de retengdo de agua. menores
quantidades de amido danificado. menor tolerancia a mistura, granulometria mais fina e

estrutura do gluten menos elastica e mais extensivel (EL DASH et al | 1982).

O trigo mole possui propriedades adequadas ao processamento de biscoitos e
crackers, com conteudos de proteinas relativamente baixos e propriedades de gluten

mais suaves (TANILLI, 1976, THOMSON, 1976).

Segundo alguns autores as farinhas recomendadas para crackers — sdo
produzidas a partir de trigo mole de inverno, de ambas, variedades branca e vermelha
(THOMSON, 1976, ALCHELE, 1981, PYLER, 1982). Entretanto, algumas vezes
podem ser usadas, em misturas, quantidades limitadas de trigos duros de baixo conteudo
protéico. O teor de proteinas dos trigos moles se encontra na faixa de 8,0 a 11,0% o que
¢ considerado relativamente baixo, quando comparado aos valores de proteina dos trigos
duros (11,0-14,0%) HALVERSON & ZELENY (1988). Farinhas com baixo teor de
proteina (7,0-9,0%) obtidas a partir de trigo mole sdo preferidas para fabricagdo de bolos

e biscoitos (ALCHELE, 1981, BEDNARCYK, 1987, HOSENEY et al., 1988).

1.2.  Forg¢a da farinha de trigo

As farinhas de trigo podem ser classificadas de acordo com a sua forga, em
fracas, médias ou fortes, o que esta diretamente relacionada ao conteido e a qualidade

das proteinas.

A rede proteica da farinha de trigo é essencialmente responsavel pela
possibilidade da farinha ser usada em produtos de panificagdo, devido as propriedades
viscoelasticas do gluten. As proteinas s3o consideradas os componentes mais
susceptiveis a alteragdes de suas caracteristicas fisico-quimicas, as quais por sua vez,
influenciam suas propriedades funcionais (KRUGER et al., 1987, ATTENBURROW et
al., 1990; NIKOLAIDIS & LABUZA, 1996).



Os demais componentes da farinha de trigo e os ingredientes adicionados a
formulagao, bem como as condi¢gdes do processamento, também influenciam as
propriedades da massa e a qualidade organoléptica do produto. Contudo. pesquisas tém
mostrado que diferengas na qualidade de farinhas de trigo sdo devidas. essencialmente, as

diferengas nos constituintes da proteina (BUSHUK, 1985).

1.3.  Avaliagdo da qualidade da farinha

Algumas caracteristicas de qualidade de uma farinha podem ser determinadas
por meio de equipamentos laboratoriais que avaliam as caracteristicas reologicas da
massa obtidas basicamente da mistura de farinha e agua (VITTI et al,, 1988). No
entanto, para se conhecer a qualidade da farinha e a sua adequagdo na fabricagdo de um
deterrinado produto (EL DASH, 1978, MANSOUR, 1982; MILLER & HOSENEY,
1997), a farinha de trigo deve ser também submetida a testes fisico-quimicos, quimicos e

ao teste de panificag@o que simula a obten¢do do produto, em escala laboratorial.

Os testes reologicos podem ser feitos usando-se o farindgrafo e o extensografo,
que medem a forga da farinha e seu posterior comportamento, apds os esforgos
mecanicos, que € submetida durante os varios estagios do seu processamento. Esses
testes possibilitam conhecer a absor¢do de agua da farinha, as propriedades de mistura e

as caracteristicas de elasticidade e extensibilidade da massa (OLIVER & ALLEN, 1994).

Cada farinha possui uma taxa de absor¢do de agua especifica. A absor¢io 6tima
da farinha € um ponto critico para o desenvolvimento da massa do biscoito cracker.
Massas com alta absor¢@o resultam em produtos pesados e duros, sem a leveza e

crocancia desejadas (ROGERS & HOSENEY, 1987).

Segundo MAILHOT & PATTON (1988) as farinhas usadas na produgdo de
crackers devem apresentar baixos valores de absorgdo de agua (48 a 52%), estabilidade
a mistura (1 a 3 minutos) e tempo de desenvolvimento (1 a 3 minutos), porém valores

médios e baixos para os pardmetros extensibilidade e resisténcia a extensio. Estes



autores admitem que farinhas de trigo para crackers devem ter conteudos de proteina de

9 a 10% e serem mais fortes que aquelas usadas em outros tipos de biscoitos

As farinhas fortes produzem biscoitos folheados com bom fator de expansao e
maior dureza. Entretanto. por apresentarem alta elasticidade conferem aos crackers
maior peso, quando comparados aos crackers obtidos de farinha de forga média
(ROGERS & HOSENEY, 1989a). Por outro lado, farinhas fracas produzem biscoitos

com consisténcia suave € menor expansao no sentido vertical.

De acordo com SMITH (1972) € recomendado na produgé@o do cracker o uso
de farinhas de for¢a média, contendo de 9 a 9,5% de proteina e viscosidade MacMichael
de 50 a 60%. No entanto, como o processo de fabricagdo de crackers usualmente se
divide em duas etapas, podem ser utilizadas farinhas dos tipos forte, na primeira etapa

(esponja) e fraca na segunda (massa).

WADE (1972b) mostrou que a qualidade do cracker resulta de uma forte
interagdo entre as propriedades das farinhas (principalmente o conteudo de proteinas) e
as condi¢des de processamento. Observou que os melhores crackers foram produzidos a

partir de farinhas com conteudo de proteina de 10,5 a 11,5%.

2. O processo de produgio do biscoito tipo cracker

Os biscoitos tipo cream cracker sio tradicionalmente preparados através de um
processo convencional, chamado esponja e massa, envolvendo um periodo total de
fermenta¢do de aproximadamente 24 horas (PIZZINATTO & HOSENEY, 1980a). No
processamento deste tipo de biscoito, a fermentagao ¢ a fase mais importante, razao pela

qual a maioria das pesquisas ai se concentram.

As dificuldades encontradas na produgdo de crackers siao geralmente atribuidas
as variagdes nas caracteristicas da farinha. Entretanto, considera-se que a qualidade

tecnologica do produto final depende, sobretudo, da formulagdo (ingredientes), do



desenvolvimento mecanico da massa e do seu comportamento nas etapas do

processamento, as quais devem ser rigorosamente controladas.
2.1.  Ingredientes usados na formulag¢do de crackers

Os ingredientes normalmente usados na formulagdo de crackers consistem de
farinha de trigo. agua, fermento, gordura, agucares, bicarbonato de sodio e cloreto de

sodio. Podem ser usados também malte e suplemento enzimatico.

A seguir serao feitas consideragdes sobre os teores e a func¢do dos ingredientes
usados na formulagdo de crackers, e as etapas de processamento, fatores estes que

afetam a qualidade tecnologica do produto.

2.1.1. /\gua

A agua € um constituinte importante na formulagdo dos crackers, tendo a
fungdo de dissolver os ingredientes soluveis e hidratar o gluten, promovendo o seu
desenvolvimento (VITTI et al., 1988; ROGERS & HOSENEY, 1987). Seu conteido na
massa encontra-se na faixa de 29 a 34%, em relagdo ao peso total da farinha. A
quantidade de agua € determinada pela for¢a da farinha, sua absor¢do e consisténcia

desejada da massa.

A agua utilizada na produgdo de biscoitos, deve ser considerada potavel. A
presenca de ions como Ca’™" e Mg™" tém efeito benéfico, entretanto, excesso de radicais
basicos (hidroxido, bicarbonato) sao prejudiciais as massas, pois aumentam o pH acima

do nivel 6timo para a fermentag3o.

A agua tem participagdo importante em reagdes quimicas e bioquimicas na
massa, o que influencia suas propriedades fisicas, tais como consisténcia, extensibilidade,
pegajosidade, maleabilidade, elasticidade e umidade. A qualidade da agua tem sido, em
alguns casos, considerada responsavel por variagdes na qualidade dos biscoitos crackers
(MATZ, 1968; EL DASH et al., 1982; ROGERS & HOSENEY, 1987).
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Segundo GAINES & FINNEY (1988) a quantidade de agua em um biscoito ¢
fun¢dao do tamanho, numero. e uniformidade de espacos vazios, densidade, fissuras e

estrutura da rede proteica

2.1.2.  Fermento biolégico

A levedura (Saccharomyces cerevisiae) ¢ um ingrediente basico para produgio
de biscoitos fermentados, tais como os crackers Ela ¢ utilizada como fonte de enzimas.
melhorador de sabor e agente de crescimento (EL DASH et al., 1982: LABUDA et al,
1997), tendo como principal fungdo o condicionamento das proteinas do gluten durante

a elaboragdo dos biscoitos.

Pela a¢do do fermento na massa ocorre a produgdo de gas carbonico em grande
quantidade, e o aumento do volume, que conferem leveza a massa. Qutra acdo
importante da levedura durante a fermentacdo € a producdo dos acido latico e acético
que podem refletir na qualidade do produto final (WHITELEY, 1971; SMITH, 1972;
HOSENEY, 1991; LABUDA et al., 1997). Sdo também produzidos outros componentes
menores, tais como alcoois, cetonas e acidos, que contribuem para o aroma e sabor das
massas e do produto final (BOBBIO & BOBBIO, 1995, LABUDA et al, 1997). A
diminui¢do do pH, atribuida aos acidos organicos produzidos durante a fermentagio,
pode afetar as propriedades reoldgicas da massa. O abaixamento do pH propicia o
aumento da atividade da enzima proteolitica da farinha (PIZZINATTO & HOSENEY,
1980b; HOSENEY, 1991).

Segundo HOLMES & HOSENEY (1987) a levedura atua na massa em largas
faixas de pH e mantem uma producio substancial de gas entre os pH 3,7 € 8,0, que é o
intervalo encontrado na massa do cracker durante a fermentagdo. Valores de pH

proximo a 5,5 foram considerados 6timos.

A levedura altera as propriedades fisicas da massa, especialmente a elasticidade

do gluten, por sua agio de estiramento gerada pela difusdo e concentragio de CO,. Esta



destrui¢ao da concatenagao de fibras do glaten causa o amolecimento da massa. o que e

Comumente chamado de acondicionamento do gluten (SMITH. 1972)

Em estudos sobre o efeitos da fermentacio na producgao de “Saltine cracker”,
ROGERS & HOSENEY (1989b) evidenciaram a importancia da levedura na esponja do
cracker. A densidade da massa diminuiy com o aumento da fermentacio e
consequentemente o pesé do cracker diminuiy As células da estrutura do cracker
tornaram-se mais finas e uniformes. Os mesmos autores também mostraram que durante
as 18 horas de fermentacio, o gas foi produzido, o PH declinou e as proteinas da farinha

foram enzimaticamente modificadas.

gluten, desenvolver O aroma e textura caracteristicos dos biscoitos. E portanto,
responsavel pelas mudangas reologicas na esponja do cracker que irdo dar as

caracteristicas do produto final

2.1.3. Gordura

quando se deseja retardar o processo de fermentagio. HAMED-FARID] (1980)

acrescenta que a gordura contribyj para leveza e friabilidade dos crackers e também para
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a melhora da expansio e do sabor O mesmo autor recomenda niveis altos de gordura
nas massas para ajudar a controlar a quebra dos crackers, um dos maiores problemas na
produgao do cracker. EL DASH (1982) e VITTI (1988) ressaltam o efeito benéfico do
uso de gorduras nas massas, afirmando que funciona como amaciador de gluten,

contribui para 0 aroma e sabor, melhora a expansao e lubrifica a massa dos biscoitos

E recomendado o uso das gorduras liquidas e 6leos em massas de crackers para
obten¢ao de uma melhor textura e intensificagdo do sabor no cozimento (MATZ, 1968;

ALCHELLE, 1981).

2.1.4.  Sal (Cloreto de sédio)

O sal tem propriedades adstringentes, atuando como fixador da agua no gluten.
Além de influenciar no sabor e aroma, € também usado como agente de controle da
fermentagio (WHITELEY, 1971, NIMAN, 1996). Caso o sal nio seja adicionado a
massa, a fermentacgio ocorrera rapidamente; no entanto se o conteudo de sal exceder 2%
sobre o peso da farinha, a fermentagdo sera retardada excessivamente (WHITELEY,

1971).

O sal também age como inibidor das enzimas proteoliticas que atuam sobre o

gliten, portanto o seu uso em excesso, € prejudicial (MATZ, 1968; NIMAN, 1996).

O sal tem efeito no fortalecimento da esponja do cracker pelo aumento da
resisténcia a extensio, €nquanto que o bicarbonato de soédio parece aumentar a

extensibilidade da massa do cracker (PIZZINATTO & HOSENEY, 1980b).

A quantidade de sal adicionado as massas ¢ relativamente pequeno. entretanto
proporciona um sabor moderadamente salgado, quando usado devidamente, ressaltando

0 sabor e 0 aroma de cada ingrediente da formulagao (SMITH, 1972, NIMAN, 1996).

Em resumo, os efeitos principais do sal nas massas dos biscoitos crackers sio
refletidos principalmente na diminuigdo da absor¢do de agua, no fortalecimento do
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gluten. auxiliando na retengao de gas. além de contribuir para uma melhor textura. sabor

e volume do produto (EL DASH et al , 1982).

2.1.5.  Bicarbonato de sodio

Durante a fermenta¢do da esponja ocorre a formacido de acidos pela agao de
certos microrganismos presentes na farinha A quantidade de tais microrganismos €
variavel, ndo podendo se prever com precisio a quantidade de acidos formados. O acido
produzido na massa deve ser neutralizado pela adicdo de bicarbonato de sodio para
garantir a qualidade do produto final. Por isso, o bicarbonato de sodio deve ser
adicionada no estagio de prepara¢io da massa e a quantidade a ser utilizada deve ser
calculada para neutralizar a acidez gerada na fermentagio (RENZO, 1975; LAJOIE &
THOMAS, 1994).

O bicarbonato de sodio neutraliza os acidos formados na fermentagdo, definindo
o pH e a cor do produto final. Os crackers podem apresentar diferentes valores de pH,
porém em geral, os valores se encontram ao redor de 7,0 o que € considerado 6timo para
obtengdo de melhores caracteristicas de sabor (PIZZINATTO, 1979, LAJOIE &
THOMAS, 1994).

2.1.6.  Outros ingredientes

Agentes quimicos, como bissulfito de sodio, cisteina e glutationa, sdo efetivos
na reducdo da resisténcia a extensdo da esponja do cracker, em valores altos de pH.
Entretanto, este efeito ¢ eliminado pela produgio de acido latico durante a fermentagdo
da esponja. Portanto, no processo de fermentagdo, o valor do pH da esponja ¢
determinante, devendo ser considerado na escolha de agentes redutores ou proteases

(WU & HOSENEY, 1990).

Os cereais maltados s3o utilizados no processamento de biscoitos como fonte

de enzimas para produgdo de agucar, a partir da hidrolise do amido. o qual pode ser
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usado pelo fermento e/ou participar na reacio de Maillard no cozimento da massa no

forno (WOLFMEYER & HELLMAN. 1960 WITHELEY. 1971. S1. 1997)

A adicdo de malte a massa acelera a fermentagdo e repoe o acucar consumido
pelas leveduras durante o prolongado periodo de fermentagdo da esponja. Entretanto. foi
demonstrado que a atividade diastatica nao ¢ favorecida pela condigao alcalina da massa.
O objetivo da adigio de malte diastatico na esponja ¢ ajustar a atividade enzimatica na

farinha (MATZ, 1968: WIHTELEY. 1971. SMITH, 1972).

2.2, Fluxograma

Os biscoitos fermentados incluem os tipo cream cracker, saltine cracker, agua e
sal e os chamados snack crackers. Geralmente ¢ utilizado fermento biologico nestes
produtos, sendo o tempo de fermentacdo variavel em fungdo do produto final. No
entanto, as caracteristicas das matérias-primas, assim como do processo de produgao dos
crackers, se assemelham, envolvendo longos periodos de fermentagdo (VITTI et al,
1988, HOSENEY et al., 1988), necessarios para se obter as mudangas responsaveis pela
textura propria e outros atributos de qualidade dos crackers. ApOs a etapa da
fermentagdo, a massa ¢ introduzida em uma moega alimentadora, iniciando-se o processo
de laminagdo, estampagem, cozimento, resfriamento e empacotamento. Na Figura 1 ¢
apresentado o fluxograma da produgio de saltine cracker pelo processo de esponja e

massa.
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INGREDIENTES
l
PREPARO DA ESPONJA

FERMENTAGAO DA ESPONJA

MISTURA DA MASSA

DESCANSO DA MASSA

LAMINAGAO DA MASSA

DOBRAGEM DA MASSA

CORTE DA MASSA

APLICAGAO DO SAL

COZIMENTO

SPRAY DE OLEO E CONDICIONAMENTO

EMBALAGEM
[1,5-2,8% UMIDADE]

Figura 1 — Fluxograma da producio de Saltine cracker pelo processo esponja e

massa.

Fonte: HOSENEY ct al. (1988)



2.3.  Etapas do processo

No processamento de biscoitos tipo crackers. os ingredientes tais como farinha,
agua. fermento. gordura. malte, bicarbonato de sodio e sal sio nusturados em dois
estagios. No preparo da esponja a mistura ¢ feita em misturadores especiais e deve
ocorrer em tempo suficientemente curto para homogeneizagdo dos ingredientes Q longo
periodo de fermentagdo da esponja influencia as fases seguintes do processo, definindo a
qualidade do produto final. O preparo da massa € feito com a adicdo dos ingredientes
remanescentes, devendo-se misturar por 3 a 6 minutos para distribuir a gordura e o
bicarbonato, e fermentando-se em seguida (VITTI et al, 1988). Na laminacdo dos
crackers, a massa passa através de pares de rolos laminadores, onde sofre redugdo de

forma gradual e uniforme, sendo, em seguida, cortada através de rolos estampadores.

O cozimento dos crackers é feito em fornos continuos divididos em zonas de
aquecimento, com controles independentes de temperatura, o que possibilita ajustes, de
acordo com cada produto (ALCHELE, 1981). A escolha adequada da temperatura do
forno e do tempo de cozimento deve ser feita considerando-se as condi¢des do processo

utilizado na industria.

2.3.1.  Fase esponja: mistura e fermentac¢io

Convencionalmente a mistura ¢ feita em duas etapas conhecidas como fase
esponja e fase massa. A esponja é preparada a partir da mistura de 60 a 70% da farinha
de trigo, agua e o fermento e, em alguns casos, parte da gordura (HAMED-FARIDI,
1980). Os ingredientes da esponja devem ser misturados por tempo suficiente para
permitir a distribui¢do da agua e do fermento na farinha, ja que o excesso de mistura
prejudica o processo fermentativo, acelerando-o e acarretando problemas nas fases
posteriores. Sio recomendados tempos de mistura de 1 a 3 minutos, em misturador
horizontal ou vertical, em rotacdo de 30 a 50 rpm (THE BISCUIT AND CRACKER
MANUFACTURES ASSOCIATION, 1981).



PIZZINATTO & HOSENEY (1980a) consideraram o tempo otimo de mistura
total do processo em cerca de 8 minutos (3 minutos para esponja e 5 minutos para
massa) e esclarecem que um tempo excessivo ¢ prejudicial a massa. Esses mesmos

tempos de mistura também s3o propostos por FARIDI & JOHNSON (1978).

As proteinas absorvem agua e incham (efeito do tempo/temperatura) até o
ponto onde a agdo da mistura possibilita a conversio da proteina hidratada em uma rede
tridimensional que confere a massa suas propriedades reologicas caracteristicas ( WADE,

1988).

ROGERS & HOSENEY (1987) em seus estudos sobre os testes para
determinar a tima absorgdo de agua para massa de “Saltine cracker” afirmaram que em
geral a industria de processamento do cracker, a taxa otima de absor¢do de agua da
massa € determinada por uma série de testes com esponjas variando-se o nivel de agua
entre 22 e 30%, baseado no peso total da farinha. Esta técnica requer um grande niimero
de esponjas e um longo tempo para definig¢do, da taxa otima de absor¢do da agua de cada
farinha, considerada um ponto critico para o desenvolvimento adequado da massa do

cracker.

A fermentagdo da esponja do cracker ¢ similar a usada na produgio das massas
de pdo, pelo método indireto, com preparagdo de uma esponja. A esponja, fermentada
serve como indculo de microrganismos para iniciar a fermenta¢io da massa
(SUGIHARA, 1978). A etapa da fermentagdo da esponja é considerada importante para
se obter produtos de qualidade, porém ¢ muito demorada (cerca de 18 horas)
representando 75% do tempo total de produgdo do cracker (PIZZINATTO &
HOSENEY, 1980a).

No processo convencional dos crackers, uma grande parte das transformagdes
reologicas da massa ocorrem durante as 18 horas de fermentagdo da esponja, causadas
pela quebra de ligagdes dissulfeto das proteinas responsaveis por mudangas no gliten

(WU & HOSENEY, 1990a). As modificagbes fisicas e quimicas que ocorrem,
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principalmente na fase esponja, sdo responsaveis pela determinagao das propriedades de
manuseio da massa, pelo sabor tipico € em parte pela textura final que caracterizam os
crackers (FIELDS et al.. 1982; DOESCHER & HOSENEY ., 1985a. HOSENEY et al .
1088)

As esponjas sdo fermentadas em ambiente a temperatura entre 28 e 30°C, e

umidade relativa na faixa de 80-90% (PIZZINATTO & HOSENEY. 1980a).

Dentre as inimeras mudangas importantes, ocorre o aumento na acidez da
esponja. Os acidos formados sio resultantes da atividade da levedura e de outros
microrganismos, incluindo bactérias, as quais estdo presentes na esponja. Estes efeitos

sao mostrados nos estudos realizados por SANG et al. (1997).

WU & HOSENEY (1989) observaram que a medida que o tempo de
fermentagdo da esponja aumenta, o pH diminue até valores proximos a 4. I, considerado
otimo para a atividade de enzimas proteoliticas nativas da farinha, que participam de

mudangas reolégicas na esponja do cracker.

Os acidos latico e acético sio os principais acidos na fermentagdo da esponja do
cracker (THE BISCUIT AND CRACKER MANUFACTURES ASSOCIATION, 1981).
O acido latico constitui cerca de 80% do material acido da esponja fermentada, o qual é
provavelmente produzido a partir de agucares resultantes da atividade diastatica das
enzimas presentes na esponja. O acido acético constitui a maior por¢ao dos 20% dos
acidos remanescentes da esponja. A quantidade de acido carbdnico formada nao €

significante.

2.3.2. Fase massa: mistura e fermentacio

O segundo estagio do processamento de crackers, que consiste no preparo da
massa, € importante pois dele depende a qualidade do produto final. O €XCessivo tempo

de mistura reduz a expansio vertical do biscoito, produzindo textura dura e pouco
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estratificada. Ja um tempo curto dificulta a laminagio., porem produz biscoitos mais
tenros. MATZ (1968) também admite que o tempo de mistura influi na laminacio A
massa ¢ preparada misturando-se por 3 a 7 minutos, o remanecscente da farinha ¢ os

outros ingredientes com a esponja fermentada.

O periodo de fermenta¢ao da massa ¢ normalmente de cerca de 6 horas Como
as bactérias nio sio ativas devido ao baixo pH, ¢ de se esperar que a fermentagio por

leveduras seja predominante (HOSENEY, 1991)

ROGERS & HOSENEY (1989b) assumiram que o estagio de fermentacgdo da
massa ¢ simplesmente um periodo de hidratagdo, permitindo que os 30 a 40% da farinha
adicional se equilibre com a umidade dos ingredientes da esponja. O volume da massa
aumenta com o aumento do tempo de descanso até aproximadamente 4 horas e depois
diminui. Nas primeiras duas horas de descanso, o peso médio da massa é maior que nos

outros periodos.

Maiores periodos de descanso propiciam melhor elasticidade e condi¢des de
laminagdo da massa, produzindo crackers mais resistentes e de maior leveza. No entanto,
s¢ o tempo de hidrata¢do for muito longo a massa tende a ficar seca (DOESCHER &

HOSENEY, 1985a).

2.3.3. Laminacio e corte

As passagens da massa através de equipamentos de laminagdo e corte tém maior
efeito nas caracteristicas do produto final que qualquer outra operagdo do processo
(WADE, 1972¢). A textura e a qualidade de mastigagio sio parcialmente controladas
pelas condi¢des dessas duas operagdes, cujos equipamentos variam amplamente, em
diferentes industrias, e quando limitados, dificultam ou impossibilitam obter resultados
satisfatorios (THE BISCUIT AND CRACKER MANUFACTURES ASSOCIATION,
1981).
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Secundo WADE (1972¢) as dificuldades encontradas no processamento dos
crackers estdo principalmente associados a operagdo de laminagao. que esta diretamente
relacionada com as complexas propriedades viscoelasticas das massas. que resultam em
variagdes marcantes em algumas caracteristicas fisicas do biscoito tipo cracker. De
acordo com MATZ (1968) as mudangas que ocorrem na massa durante a laminagao
refletem no produto final, e estdo também relacionadas com a intera¢io da massa com o
equipamento. a qual € importante para o controle das caracteristicas dimensionais do

produto.

Para formar adequadamente uma limina de massa € necessario seguir
criteriosamente a operagio de laminagdo. A formacio da limina uniforme ¢
extremamente importante, de interesse econdémico e deve ser controlada na linha de

produgio (WHITELEY, 1971).

De acordo com EL-DASH et al, (1982) a massa ¢ laminada inicialmente por
rolos estriados e reduzida gradativamente de 35 até 4 a Smm de espessura. Esta lamina ¢
dobrada em 6 a 8 camadas de massa, as quais sio reduzidas por um conjunto de rolos
redutores finais. Apos a superposicio de camadas pode ser adicionada, entre as laminas,
uma espécie de farofa constituida de farinha, gordura e sal, na proporg¢do de 100:40:1,

respectivamente, os quais devem ser homogeneizados e peneiradas antes da adigéo.

Apos a passagem pelos rolos redutores finais, a lamina obtida é cortada por
prensa estampadora. O corte da lamina deve ser eficiente para selar as margens externas

dos biscoitos e cortar nitidamente a massa (EL-DASH et al., 1982).

2.3.4. Cozimento
Muitas modificagdes acontecem na massa dos biscoitos no processo de

cozimento. Entre as modificacdes mais importantes podem ser citadas a perda de

umidade, desenvolvimento da cor, sabor, aroma e mudangas nas dimensoes.
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O conteudo de umidade final controla a estabilidade dos ¢rackers durante a
estocagem e a sua integridade mecanica (tendéncia a quebra), alem do desenvolvimento

de sabores (WADE. 1988).

A cor da crosta constitui um bom indicativo do teor de agucar caramelizado na
superficie do biscoito. A reacdo de Maillard. entre os agucares redutores e aminoacidos
esta também envolvida no cozimento Os produtos destas reagdes sio compostos
volateis que contribuem para o aroma e sabor de biscoitos cozidos (EL-DASH &

JOHNSON, 1967, WADE, 1988)

O cozimento do biscoito cracker pode ser feito em fornos de aquecimento
indireto, de turbuléncia ou dielétricos, por tempos que variam de 2.5 a 3.5 minutos,
dependendo do tipo de forno. Recomenda-se que na primeira zona a temperatura da base
seja mais alta para propiciar um crescimento rapido do biscoito (VITTI et al . 1988). De
acordo com EL DASH et al (1982) o cozimento dos biscoitos crackers apresenta
variagdes de temperatura nas diferentes zonas. Um forno de 60 metros requer 3 minutos

de cozimento, com temperaturas nas zonas usualmente distribuidas da seguinte forma:

1" zona Base=260°C 3" zona Base=260°C
Teto=168°C Teto=293°C
2" zona Base=316°C 4" zona Base=260°C
Teto=255°C Teto=255°C

2.3.5. Resfriamento e empacotamento

No final do cozimento no forno os biscoitos tém valores de umidade situadas
entre 5 a 8%, as quais decrescem até 3,5 a 4% apos a retirada do forno e resfriamento O
tempo de resfriamento deve ser de cerca de 20 minutos segundo WADE (1972a), até

reduzir a temperatura a niveis baixos para nao provocar problemas no empacotamento.
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Os biscoitos saem do forno ainda muito quentes. moles ¢ com umidade nio
uniformente distribuida e precisam. portanto. de resfriamento adequado antes de serem

embalados

Durante o resfriamento pode ocorrer alguma troca de umidade entre o produto
€ a atmosfera que o envolve, dependendo da umidade relativa do ar Entretanto. a mais
importante mudanga nesta etapa ¢ a redistribuicdo de umidade dentro do produto

(WADE. 1988)

Além da perda de umidade e diminui¢ao de temperatura, ocorrem durante 0
resfriamento, a mudanga de estado dos principais componentes. os quais afetam as
dimensdes dos biscoitos. Ocasionalmente acontecem alteragdes na espessura dos
biscoitos. Estas mudancas podem acarretar problemas de trincas ou quebras (EL-DASH

et al, 1982).
3. Enzimas proteoliticas

As enzimas s3o compostos protéicos que atuam em variados substratos
transformando-os em compostos menores tendo em vista a utilizagdo destes compostos.
Desde que o metabolismo ¢ muito complexo, ha milhares de diferentes espécies de
enzimas. As enzimas tém sido dividas pela "Comissdo Internacional de Bioquimica" em
seis grandes classes:

Classe Tipo de reacio catalisada
Oxirredutases  Transferéncias de elétrons

Transferases  Reagdes de transferéncia de grupos

Hidrolases Reagoes de hidrolise (transferéncia de grupos funcionais para agua)

Liases Adigdo de grupos a duplas ligagdes ou o inverso

Isomerases Transferéncia de grupos dentro de moléculas produzindo formas
isoméricas.

Ligases Formagdo de ligagdes C-C,C-S,C-0eC-N por reagdes de

condensagao acopladas a clivagem de ATP.
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As proteases s3o enzimas que se distribuem amplamente nos seres vivos, sendo
encontradas em animais, microrganismos e vegetais. As enzimas proteoliticas, proteases
ou proteinases, pertencem a classe das hidrolases e quebram moléculas pela introdugio

de agua (BARRET, 1975).

As enzimas proteoliticas hidrolisam as ligagdes peptidicas das proteinas com
formagdo de grupos amina (NH.) e carboxila (COOH), originando polipeptideos de
menor peso molecular e aminoacidos simples (SPROBLER, 1981; HASERBORG, 1984,
KRUGER & REED, 1988).

As proteases em geral ndo podem hidrolizar moléculas de proteinas ao acaso,
mas apenas quebram ligagdes peptidicas bem definidas, entre certos aminoacidos.
Entretanto, algumas proteases nio sio especificas e podem quebrar ligagdes peptidicas

das proteinas resultando em moléculas menores (SPROBLER, 1981).

As proteases fiingica ou bacteriana, s3o normalmente usadas nas massas do
cracker. As enzimas enfraquecem o gluten durante a fermentagdo promovendo um

balango adequado entre extensibilidade e forca da massa (BARRET, 1975).

O efeito das enzimas proteoliticas na massa assemelha-se, de certo modo, com o
efeito dos agentes redutores. A principal diferenga € que a acdo das enzimas nio pode
ser revertida por agentes oxidantes, pois elas nio alteram a concentragdo dos grupos SH

e SS no gliten limitando-se a formar pequenas cadeias de polipeptideos (PYLER, 1982).
3.1.  Atividade enzimdtica

A atividade de uma enzima ou atividade enzimatica & um método para avaliar a
capacidade que tem uma enzima de transformar um substrato. Pode-se considerar que a
atividade reflete a velocidade de uma reagao enzimética e, portanto, quanto maior a
atividade maior a velocidade e, por conseguinte, maior a concentragio da enzima no

sistema.
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Uma reagdo quimica classica, A+B -------- >C, para que acontega é necessario
uma quantidade de energia que deve ser adicionada ao sistema. Essa energia ¢ elevada e
ndo seria compativel com as condigdes do meio no qual devem se desenvolver as reagdes
do metabolismo dos organismos vivos. Assim essas reagdes no interior das células
necessitam de catalizadores bioquimicos, as enzimas, cuja agdo consiste em abaixar a

energia de ativagdo o que faz acelerar a reagio (MATHEWS & VAN HOLDE, 1990).

A Figura 2 mostra uma reagio ndo catalizada e outra catalizada por enzima. Na
segunda, observa-se que a energia para promover a reagdo é muito mais baixa que na
primeira (LENHINGER, 1985).

Barrewra da energia de ativagao

Lnergia
e

alivagion| oo e
Energia de
ativagdo da
. reagio
T catalisacla
Estado inicial ]

M-
-catalisada

I nereia
livre do
sistema Variagao
total ca
energia

livre

Estado final do equilibrio

Pragresso da reagao —

Figura 2 — Diagrama de energia mostrando a reduciio de energia livre de ativacio
para uma reacio catalizada
Fonte: LENHINGER (1985)
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Desta forma a equagido classica que representa uma reagao enzimatica e dada
por E+§ ----- R SN — ~E+P, significando que a enzima E forma com o substrato S um
complexo intermediario transitorio ES, resultante de uma complementacgao de estrutura
entre o sitio ativo da enzima e a molécula do substrato. Seguindo-se, o produto vai-se
formando ¢ a velocidade diminuindo com o tempo de reagdo em funcio do decréscimo
do substrato ao longo do desenvolvimento da reagdo. Similarmente poderiamos escrever

a equacao enzimatica envolvendo uma protease do seguinte modo:

E (Protease) + S (Pmteina)"'""> ES (Enzima/Substrato)~===="" > E(Enzimu) + P(l’rudum)

O produto formado esta, portanto, na dependéncia da natureza do substrato e
da protease utilizada, como o substrato ¢ originario de uma molécula de proteina, o
produto sera um polipeptideo, peptideo e/ou aminoacido (MATHEWS & VAN
HOLDE, 1990).

Cada enzima ou grupo tem um pH otimo e o deslocamento do pH deste ponto
inibe a atividade da enzima podendo mesma desativa-la. As proteases atuam em
diferentes pHs, assim a pepsina tém uma atividade maxima no intervalo de pH 1,5a2,5;
protease e pancreatina tem o pH 6timo em 7.5 as carboxipeptidases acidas do trigo,
apresentam um 6timo pH de 5,5 quando o substrato é um peptidio, enquanto a papaina

tem uma atividade maxima entre 5 e 7 de pH (RICHARDSON & HYSLOP, 1985).

A medida da atividade enzimatica geralmente enquadra-se em trés categorias,
dependendo dos objetivos do experimento: 1-determina¢do da quantidade de uma
enzima particular presente numa mistura impura; 2-determinagdo da quantidade de
atividade remanescente em uma amostra de enzima, relativamente apos, um tratamento
fisico ou quimico (processo de purificagdo); 3-determinagio da atividade relativa a varios

substratos para definir a especificidade de uma enzima.



(amarelo)], na faixa de comprimento da onda de 360-740mm, cuja representa¢ao

esquematica encontra-se na Figura 7.

A atividade de uma enzima e, consequentemente, de uma protease ¢ afetada por
varios fatores cujos principais e mais conhecidos sdo o pH, concentragdo da enzima,

concentragao do substrato e temperatura.(STEWART, 1984).

A concentra¢ao da enzima e substrato regulam a atividade enzimatica de modo
que em condi¢des otimas de reagdo (pH, temperatura, etc) a velocidade da reagdo
aumenta com a concentragao da enzima, mantendo-se saturada a concentragao do
substrato. A interagao enzima/substrato em condi¢des normais, faz-se através dos sitio(s)
ativo(s) da enzima que recebe a molécula do substrato conforme a Figura 3
(MATHEWS & VAN HOLDE, 1990).

Figura 3 - Modelos de interaciio entre a enzima e substrato

Fonte: MATHEWS & VAN HOLDE (1990)

Semelhantemente ao pH existe uma zona de temperatura na qual a atividade
enzimatica € maxima. A variagdo da atividade enzimatica frente a temperatura é
explicada pelo aumento da frequéncia de colisdes entre as moléculas de enzima e
substrato refletindo-se no aumento da atividade enzimatica. Por outro lado, a elevagdo
da temperatura acima da zona 6tima, pode causar a desnatura¢@o da enzima modificando
sua estrutura quaternaria e terciaria, tornando-a inativa. Em geral a temperatura de

desnaturag@o esta proxima a temperatura otima de reagdo, de modo que a maioria das
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enzimas mostra uma curva da velocidade de reacao versus temperatura (LENINGHER.

1085)

A atividade de uma enzima sendo representada por valores numéricos necessita
de uma unidade que possa expressar essa atividade e. assim. permitir a comparagio da
atividade entre enzima igual, de fontes diferentes, durante a extragao e purificagao de
enzima e no estabelecimento de condigdes otimas de reagdo. Uma unidade de atividade
enzimatica € definida como aquela quantidade de enzima que cataliza a hidrolise de 1
micromol de substrato por minuto em condigdes Otimas (padrdes) de reacdo. Observa-se
que esta defini¢do genérica pode ser adaptada a reagdes especificas sem prejuizo do seu
contetudo. Por exemplo, a papaina comercializada tem no seu rotulo que uma unidade de
atividade corresponde a hidrolise de 1,0 micromol de BAEE* ( benzoil - L - arginina etil-
ester) por minuto a pH 6,2 e temperatura de 25°C. Por outro lado, a pepsina fabricada
pela mesma induistria quimica expressa no rotulo que uma unidade produzira uma
variagdo de 0,001 de absorbancia a 280nm em pH 2,0 a 37°C, medida no produto

soluvel em TCA e usando hemoglobina como substrato.

Os ensaios para determinar a atividade de protease geralmente sao aqueles que

usam como substrato a caseina ou a hemoglobina.

O principio dos métodos baseia-se nos produtos formados durante a reagdo
enzimatica e que sdo soluveis em TCA, cuja concentragdo € determinada através da
absorbancia medida a 280nm. Varios produtos oriundos de hidrolise protéica apresentam
na sua estrutura quimica o nicleo aromatico (tirosina, fenilalanina) o qual absorve luz
ultravioleta (2801ym). Uma unidade de atividade, nestas circunstancias, é definida como a
quantidade de uma enzima que d4 uma absorbancia equivalente a 1 micrograma de
tirosina por minuto em condigdes padrdes. Pode-se também medir a quantidade do

produto (tirosina) solivel em TCA através do método espectrofotométrico de Lowry.

Em ambos os casos € necessario construir uma curva padrao de tirosina a fim de

possibilitar a determinagio de atividade de protease. A partir dos valores de atividade,
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calcula-se a atividade especifica que ¢ o valor da atividade por mg de proteina A
atividade especifica € a unidade que melhor permite avaliar o comportamento de uma
enzima face a um tratamento de purificacdo. e sua variagdo em relagdao aos estagios

fisiologicos de um organismo ou ainda em relagdo aos agentes ativadores ou inibidores.
3.2, Mecanismo de ag¢do das proteases

Através do mecanismo de reagio pode-se diferenciar basicamente dois tipos de
proteases, as endopeptidases e as exopeptidases. As endopeptidases qucbram as ligagoes
peptidicas internas em uma proteina, resultando em cadeias menores. Estas proteases sio
eficientes nas proteinas da farinha de trigo provocando modifica¢des nas propriedades
viscoelasticas do gluten. As exopeptidases hidrolisam o final das cadeias de peptideos,
alterando, com pouca eficiéncia, as caracteristicas reologicas das proteinas, devido as
pequenas mudangas no comprimento da cadeia. Entretanto, a sua agdo hidrolitica
provoca a liberagao de aminoacidos livres, propiciando melhora do sabor e da coloragio
do produto final, através da reagdo de Maillard durante o cozimento. (EL-DASH &

JOHNSON, 1967; SPROBLER, 1981: HASEBORG, 1981).

A Figura 4 resume o mecanismo de acdo das proteases evidenciando os efeitos

da redugdo, da oxidagdo e da proteolise no desenvolvimento da rede do gluten da massa.



Figura 4 - Efeito da reducio (I), da oxidaciio (II) e da proteélise (I1I) no
desenvolvimento da rede do gliten na massa.

Fonte: Pyvler (1982)



O efeito da redugdo (1) € apresentado pela acdo dos agentes redutores no
gluten, ocorrendo a quebra de ligagdes S-S responsaveis pela for¢a da rede do gluten e
formagdo de grupos SH, (sem efeito ligante). (que tornam a massa extensivel. Ao
contrario, pela agao de oxidantes (I1) grupos SH sio oxidados com formagao de ligagoes
S-S entre as cadeias, que tornam a massa elastica. O mecanismo de acdo das enzimas
proteoliticas (I11) mostra a hidrolise de proteinas, criando no sistema linhas protéicas
transversais e diagonais unidas por ligagdes S-S. Desta maneira. ocorre uma nova
orientagdo das cadeias por meio da formagdo de ligagdes frageis que podem ser
facilmente rompidas.

O efeito das proteases na massa nio pode ser determinado pelos métodos de
analises bioquimicas normais. Para ser medida a acdo proteolitica na massa sido
necessarios, portanto, métodos reologicos para avaliagdo da modificagio nas
propriedades (consisténcia) da massa causadas pelo enfraquecimento da rede do

gliten(SPROBLER, 1981; BRUNO, 1995).

3.3 Fontes

As proteases importantes para a industria de panificagdo provém da farinha de
trigo, leveduras, cereais maltados, vegetais e preparagdes enzimaticas obtidas a partir de
culturas fungicas ou bacterianas (PETIT & AUDIDIER, 1967, MONIER & GORDON,
1975).

Segundo PYLER (1982) os cereais, como trigo e cevada, contém niveis muito
baixos de proteases, mesmo apos a germinagdo, quando o conteudo de amilases aumenta
consideravelmente. Conforme alguns autores (PETIT & AUDIDIER, 1967;
SPROBLER, 1981) o trigo ndo germinado contém niveis muito baixos de proteases no
endosperma, possuindo maiores quantidades no gérmen e principalmente na camada de
aleurona, porém sio separados durante o processo de moagem. Isto significa que quanto

menor o teor de cinzas menor atividade proteolitica da farinha.
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As farinhas de malte foram utilizadas por muito tempo como fonte de proteases
exogenas. entretanto. o seu uso implica na adigao de amilases presentes nas farinhas
maltadas juntamente com as proteases. Essas amilases. na maioria das vezes. nao sio
desejadas no processamento. nas proporgoes que se apresentam nas farinhas de malte

(GUILBOLT, 1972 MONIER & GODON. 1975).

Dentre as proteases exogenas a farinha. considera-se tambeém as das leveduras,
quando estas tém suas células rompidas (MONIER & GORDON, 1975: SPROBLER,
1081).

A grande maioria das proteases vegetals comerciais tais como papaina,
bromelina e ficina sdo facilmente extraidas, porém a sua producao depende da

disponibilidade das matérias primas de origem (LOFFER, 1986).

Nem todas as proteases tém efeito equivalente na produgdo de produtos de
panificagdo, e portanto o teor de proteases deve ser cuidadosamente controlado.
Proteases fingicas comumente usadas exibem melhor tolerdncia. O modo de agdo da
bromelina e papaina ¢ diferente, podendo causar um maior grau de hidrolise na proteina

do glaten (EL-DASH & JOHNSON, 1967).

Sabe-se que as proteases podem ser extraidas de plantas e glandulas animais.
No entanto, hoje elas ja sdo produzidas em grande numero e com diferentes
caracteristicas atraveés da cultura de microrganismos (bactérias e fungos) em grandes

tanques (SPROBLER, 1981).

De acordo com BRUNO (1995) os microrganismos se apresentam como as
fontes ideais de enzimas proteoliticas, sob o ponto de vista técnico e econdmico. As
enzimas, de origem microbiana podem ser obtidas com custos baixos e em grande escala,
sob condigdes ambientais rigidamente controladas, de forma que se possa obter

uniformidade na pureza, estabilidade e atividade dos preparados enzimaticos.



Segundo LOFFER (1980) as proteases oriundas da bacteria Bacillus subtilis ¢
do tungo Aspergilius orvsae sao consideradas GRAS (Generally Recognized As Sate)

pelo FDA (Food and Drug Administration)

AS proteases microbianas sdo as mais comuns no mercado Para a produgio de
biscoitos cracker podem ser utilizadas as proteases fungica ou bacteriana produzidas.
respectivamente. pelo Aspergillus orvsae e pelo Bacillus subtilis (BARRET. 1975) O
uso dessas proteases € permitido pela Legislagio Brasileira de Alimentos de acordo com

a Resolugao n” 24/76 do CNNPA (ABIA. 1988)

4.Uso de proteases na industria de panificacio

A industria de panifica¢ao utiliza proteases de origem fungica, bacteriana ou de
origem vegetal. As proteases mais adequadas ao processo de fabricacao de biscoitos sao

as de origem bacteriana e vegetal, pela alta eficiéncia na degradacio da rede proteica.

As proteases fungicas sdo geralmente usadas devido a sua relativa
termoestabilidade, seu baixo contetido de amilase e sua grande tolerancia a super
dosagem. Ao contrario, pequenas dosagens de protease bacteriana e papaina causam
forte reducdo na resisténcia a extensio (elasticidade) da massa. Entretanto essas enzimas
sao usadas, com grande sucesso, em todas as situa¢des onde o gluten deve ser

fortemente degradado (DUCROOQ, 1974; SPROBLER. 1981),

As condig¢des da utilizagdo das proteases sio determinadas pelo tipo de farinha
que se emprega e pelos tipos e caracteristicas desejadas no produto final Na produgédo
de paes. a partir de farinhas fortes, massas com alta elasticidade e pouca maleabilidade,
podem ser melhoradas com uma proteolise branda. Por outro lado. na produgdo de
biscoitos e crackers. a rede de proteina deve ser suficientemente enfraquecida para
facilitar o processamento e fornecer um produto friavel. o que pode ser alcancado
atraves de uma agdo proteolitica mais forte do que aquela desejada na produgdo de pies

(MONNIER & GODON. 1975).



JUNGSCHAFFER  (1993) com base em estudos sobre g utilizagao  das
preparagoes enzimaticas na industria de alimentos. fez referéncias aos efeitos das enzimas
na massa. indicando o uso dessas enzimas para estabilizagao da massa do cracker

visando a obtengdo de uma estavel vida de prateleira do cracker

4.1.  Efcito nas proteinas do ghiten

Estudos sobre as proteases naturais do trigo revelaram que a atividade
proteolitica no endosperma é muita baixa. sendo minima sua atuagao nas modificacoes
das proteinas do gluten e nas propriedades reologicas das massas (exceto no caso de uso
de farinha de trigo germinado). Entretanto sua atividade contribui. atraves da reagao de
Maillard, na formagao da cor e de alguns componentes especificos do  aroma

(LASZTITY, 1984).

Os cfeitos das proteases no gluten durante a fermentagao da esponja ¢ massa
dos crackers podem ser avaliados pelas modificagdes da forga (elasticidade) do gluten e
por testes que determinam as mudangas na viscosidade e solubilidade das protcinas na

massa.

4.1.1. Modificacdes na forca (elasticidade e extensibilidade) e consisténcia da

massa

PIZZINATTO & HOSENEY (1980b) e HHOSENEY (1991) afirmaram que a
forca da esponja do cracker diminui com o aumento do tempo de fermentacio e
diminui¢do do pH da massa. Estes efeitos tém sido atribuidos a enzima proteolitica
presente na propria farinha de trigo. a qual tem atividade otima na faixa de pH de 3.8 a
4.1. DOESHER & HOSENEY (1985b) e SHIIBA et al. (1990). mostraram que as
maiores mudangas reologicas durante a fermentacdo acontecem em valores de pH
razoavelmente altos (por volta de 5.2). ou seja, nas primeiras cinco horas de

fermentagdo. quando a elasticidade do gluten e a for¢a da farinha sofrem a maior queda.



A adicao de proteases ¢ bencfica no processamento de crackers onde ¢
desejavel uma massa maleavel e extensivel para controlar a textura ¢ o volume do
produto (FON & MULNVTHILL. 1982, SCHAITT. 1994)  Entretanto o excesso de
atividade proteohitica causa um amolecimento na massa que resulta em baixa qualidade
do produto final (BLOSKSMA & BUSHUK. 1988). As proteases sao adicionadas
durante o estagio de fermentagio da esponja do ¢racker para permitir sua atuacdo nas
protemas da farinha (glaten) por um periodo de tempo prolongado  As proteases
hidrolisam e encurtam cadeias de proteinas. o que possibilita realinha-las em filmes que
dao as massas um balango adequado entre extensibilidade ¢ clasticidade das massas Isto
permite que a etapa de laminagdo do processamento do cracker seja realizada sem
rompimento das massas. resultando em um cozimento adequado do biscoito. formacio

de superficie lisa e auséncia de bolhas ou deformagdes (BARRET. 1975)

Do mesma forma, GAMS (1976) esclarece que massas de crackers produzidas
com farinhas fortes sio frequentemente elasticas ¢ curtas, tendendo a retornar a sua
forma original quando esticadas. Os biscoitos apresentam problemas de laminacao.
tornando-se duros, pesados € com bolhas na superficie, apos o cozimento. O mesmo
autor justifica que o tratamento da massa com proteases permite reduzir ou remover os
efeitos necgativos causados pela retracio da massa na laminagao, um fenomeno
intimamente relacionado com o excesso de proteina na farinha de trigo. Segundo
CONTAMINE et al. (1995) a auséncia do fenomeno de retra¢do é considerada um bom
fator de qualidade positivo para o processo e que determina o potencial de

acondicionamento dos biscoitos.

O uso de proteases ¢ util no processamento do cracker podendo também
acelerar o condicionamento do gluten no periodo de fermentacio No processo
convencional de crackers, os estagios esponja e massa. que envolvem 18 e 6 horas de
fermentacao. respectivamente. podem ser bastante reduzidos. o que também resulta no

aumento da produtividade (VITTI et al.. 1988).



As enzimas diminuem a consisténcia da massa e a resisténcia a extensio.
modificam a extensibilidade e promovem uma melhoria no processo fermentativo, em
fungao da liberacdo de compostos nitrogenados (nitrogénio soluvel, peptideos e

aminoacidos) (FANCE, 1976).

Atraves da adigdo de proteases, farinhas de trigo com maiores teores de gluten
podem ser usadas para produgdo de biscoitos, tornando as massas mais macias, plasticas

e extensiveis (SPROBLER, 1981).

JOHNSON & MULLER (1953) mostraram em seus trabalhos que as proteases
diminuem a consisténcia da esponja durante a fermentagdo, o que pode ser facilmente
observado através de um farinografo. Os parametros pH, temperatura, concentragdes de
protease e oxidantes, sio fatores diretamente relacionados com a agdo das proteases € a

consisténcia da massa.

PETIT & AUDIDIER (1967) e ISHIDA & NAGASAKI (1989b) através do
uso do farinografo, registraram modificagdes perceptiveis na consisténcia da massa
farinha-agua durante a mistura, em fungido da adi¢do de doses crescentes de uma

protease bacteriana (Bacillus subtilis).

4.1.2.  Modificacdes na solubilidade, viscosidade das proteinas e perfis

eletroforéticos das proteinas

A fermentagdo da esponja resulta na diminui¢do da viscosidade relativa e no
aumento da solubilidade, 2 medida que a proteina tem o tamanho reduzido por agdo das
proteases, ocorrendo diminui¢do no peso molecular (DOESCHER & HOSENEY,
1985a). As modificagdes na proteina (alta solubilidade e baixa elasticidade) sdo devidas
as quebras de ligagOes dissulfeto e as substincias redutoras produzidas (WU &

HOSENEY, 1990).
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Segundo FANCE (1976), as proteinas solaveis siao hidrolisadas em peptonas e
polipeptidcos podendo ser assimiladas pelas leveduras, para seu crescimento e
desenvolvimento. Este efeito pode ser observado na mudanga da cor da massa, que

torna-se mais clara gradualmente com o processo da fermentativo.

Proteases de leveduras tém sido utilizadas na industria de panificagdo por
Causarem um certo grau de solubilidade das proteinas, o que é importante para suas

propriedades funcionais na massa (WOODS et al 1980).

Estudos sobre as mudangas quimicas na proteina da farinha de trigo usando a
técnica de Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) foram realizados por muitos pesquisadores (DANNO & HOSENEY,
1982a; NG & BUSHUK, 1987, SHIIBA et al, 1990, LIN & HOSENEY, 1993;
WANNERBERGER et al., 1996).

A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) de proteinas solubilizadas
através de um tratamento com (SDS), nio ¢ uma metodologia recente, mas vem sendo
amplamente utilizada em estudos de proteinas do trigo (BUSHUK, 1996). As bandas
protéicas reveladas no gel eram comparadas visualmente, portanto limitavam-se a uma
analise subjetiva. Apartir dos estudos de KERSTERS & DE LEY (1975) a analise de
bandas protéicas passou a ser feita por densitometria, com auxilio de computador,
promovendo assim analises rapidas, faceis e de muita utilizagdo na identificagio de

proteinas.

As técnicas eletroforéticas conjuntamente com outras de quantificagdo e

identificagdo de proteinas sio bastante utilizadas nos estudos das proteinas do trigo.

4.2.  Efeito nos tempos de mistura

Os tempos de mistura da esponja e massa sio pontos criticos e importantes no
processamento. Tempos de mistura excessivos poderdo causar prejuizos e variagdes na
qualidade do produto. (BARRET, 1975; PYLER, 1982).
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O enfraquecimento do gluten pela agao das proteases nas protemas da tarinha
durante a fermentagao permite a redugdo do tempo de mistura (POMERANZ. 1966,
GAMS. 19760) Seeundo COLE (1973) ¢ PYLER (1982) pode-se reduzir em ate 30%0 o
tempo de mistura da massa. sem prejudicar as suas propriedades ¢ a quahdade do

produto final

No processamento de biscoitos deve-se limitar. a0 maximo. o inchamento das
particulas protéicas durante a mistura da massa Essa ¢ a razao de se reduzir ao minimo o
grau de hidratagao. através da adicdo de aclcares ¢ outros ingredientes secos que
absorvam uma parte da agua disponivel Deve-se evitar a formacio de uma rede de
gluten forte. para que sejam produzidas massas facilmente moldaveis ¢ para assegurar a0
produto final uma boa friabilidade. Desta maneira. o objetivo da mistura da massa ¢
promover a homogeneizagao dos ingredientes, com um minimo de desenvolvimento do
gluten, devendo ser. portanto. realizada a baixas velocidades (GUERIVIERE &

BUSSIERE. 1974)
4.3.  Efeito no produto final

As proteases tém agdo direta no condicionamento da massa durante o
processamento dos crackers, influenciando nas suas propriedades organolepticas. Neste
item serdo observados os efeitos das proteases na cor, sabor e textura dos biscoitos

(BARRET, 1975. KRUGER & REED. 1988).

4.3.1.  Efeitos na cor e sabor

A hidrolise enzimatica das proteinas da farinha leva a formagao de grupos NH,
e COOH Os grupos NH. assim liberados podem reagir com os agucares redutores
presentes na formulagio, ou produzidos pela acio da a-amilase. favorecendo a reacao de
Maillard responsavel pela melhoria da cor. sabor e aroma dos biscoitos (HASEBORG.

1981, LYONS, 1982).
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As reacoes de Maillard ocorrem na faixa de 160 C a um pH da massa entre 5.0
¢ 5.5. ¢ 530 responsaveis pelas principais mudancas envolvidas na tormagao  das
caracteristicas da cor do produto Os produtos destas reacdes tambem contribuem muito
para o sabor do produto A temperatura dessa ordem pode ser alcancada na massa

somente quando a absorg¢ao do calor torna-se substancialmente maior que a perda de

calor atraves da evaporagao da agua (MARSTON & WANNAN. 1083)

Durante a fermentagao a atividade dos microrganismos diminui ¢ os
aminoacidos liberados pelas proteases sio acumulados Durante o corzimento esses
aminoacidos reagem com agucares (rea¢io de Maillard). sendo que a velocidade da
rea¢ao depende do aminoacido (EL. DASH., 1971) Segundo o autor a reagiao de Maillard
envolve a intervengdo de um proton, suprido pelo aminacido formado durante a

fermentagao.

A influéncia da adi¢ao de enzimas proteoliticas de origem vegetal (papaina) e
fungica no aroma e no sabor de produtos de pamficag¢ao foi pesquisada por EI. DASH
& JOHNSON (1967). Verificaram quc o aroma ¢ atribuido a um aumento na formacio

de compostos carbonilicos. causado pela acio enzimatica.

O sabor, a textura e a aparéncia dos produtos de panificagio sio dependentes
das interagdes entre os varios ingredientes utilizados no processamento. Por
considerarem as propriedades individuais dos ingredientes MOONEN & KIRSCH
(1995) sugeriram uma abordagem no alimento como um todo. com pesquisas
direcionadas para as fungdes dos varios ingredientes, assim como a composi¢io da
farinha de trigo. a importancia das enzimas. dos emulsificantes. dos extratos de

leveduras, para obtencio de uma melhor qualidade do produto final.

As proteases afetam as propriedades organolépticas. tendo efeito significativo
na acentuagdo da cor e do sabor. EL DASH & JOHNSON (1967) identificaram 70

compostos, os quais contribuiram para o sabor do pio. Alguns deles sio formados



durante a fermentagao. sendo responsaveis pelo aroma do pao. enquanto que outros siao

formados durante o cozimento e afetam o aroma. sabor ¢ cor

4.3.2.  Efeito na textura

Os efeitos das proteases nas propriedades plasticas do eluten sdo tambem
observados na textura do produto final A dispersiao ou enfraquecimento da rede de
proteina da massa pelas proteases possibilita a formagio de um produto mais trnavel. de
menor densidade e dureza e melhor aparéncia geral (MONNIER & GODON. 1975 LIN

ct al.. 1993).

SPROBLER (1981) afirmou em seus trabalhos que. por meio da adigao de
protease bacteriana ou papaina, no processamento de biscoitos. a qualidade do produto
final foi melhorada com relagao a porosidade ¢ resisténcia a ruptura. Resultados similares
com relagdo ao efeitos das proteases no controle da textura dos biscoitos. foram citados
por JONHSON & MULLER, 1953 EL. DASH & JOHNSON. 1967 BARRET. 1975;
LIN. 1993.

Com relacdo a medida instrumental de crackers. GAINES (1991) considera
complicada, tendo em vista a natureza heterogénea e inconstante de suas estruturas. A
geometnia dos crackers facilita a penetracdo do calor no cozimento tavorecendo uma
elevacdo de umidade no centro do produto e nas células da estrutura dos crackers.
Afirma também que o conteido de umidade no produto tem significada influéncia nos

varios aspectos da textura medida nos biscoitos.

Uma técnica ultrasonica nao destrutiva foi utilizada por JUODEIKIENE (1994)
na medida dos parametros dos poros em crackers. Os sinais de amplitude ultrasonicos
transmitidos através dos crackers foi determinado juntamente com a densidade. numero
e diametro dos poros nas camadas externas e internas. Os resultados mostraram que 0s
crackers poderiam ser considerados um alimento de multi-camadas; a camada externa ¢

mais densa e menos porosa do que a camada interna A dependéncia da amplitude na



densidade e porosidade confirma a aplicabilidade dos métodos acusticos para avaliacao

da textura dos alimentos.



1.

A

MATERIAL E METODOS

Material

I.Matéria Prima

Nos testes laboratoriais foi utilizada farinha de tnigo tipo especial procedente do

moinho Pacifico. localizado em Santos-SP_ Brasil. a qual toi acondicionada em sacos de

polipropileno e estocada em camara fria a -20°C.

(%]

. Reagentes e Ingredientes

Protease fungica, fornecida pela PROZYN - Industria e Comércio Ltda-Sao Paulo -
SP comercialmente chamada de PROTEZYN FX, com atividade de 3.100 Unidades
de Hemoglobina por grama(HU/g), obtida a partir de uma cepa selecionada de

Aspergillus niger.

Protease bacteriana, fornecida pela PROZYN - Industria e Comércio Ltda - Sao
Paulo -SP comercialmente chamada de PROTEN. com atividade de 3100 Unidades
de Hemoglobina por grama(HU/g), obtida através da fermentagdo controlada do

Bacillus subtilis.

Padrao de peso molecular de proteinas para eletroforese adquirido da Pharmacia:
tiroglobulina  (669.000), ferritina  (440.000), catalase (232.000). lactato
dehidrogenase( 140 000) e albumina (67.000).

Fermento biologico, cloreto de sodio e bicarbonato de sodio adquiridos no comercio

de Campinas. Sao Paulo



e (Gordura hidrogenada e lecitina de soja concedidas pela SANBRA - Sociedade

Algodoetra do Nordeste Brasileiro S/A

e Malte nao diastatico fornecido pela WANDER S/A - Produtos Alimenucios ¢

Dictéticos. Sao Paulo.

3. Aparelhos e equipamentos

Na caracteriza¢ao quimica da farinha de trigo. nos testes reologicos. no estudo
das mudangas quimicas nas esponjas do c¢racker. na elaboragao dos biscoitos ¢ analises
do produto final, foram utilizados os aparelhos e equipamentos descritos abaixo
e Agitador Magnético Marconi TE-089
e Agitador orbital TE-140 Tecnal
e Assadeira de ago carbono tipo VC 1450
e Balanga analitica Bosch, MOD. S2000
e Balanga analitica Mettler, AE200
e Balan¢a semi-analitica Mettler, P1200
e (alibre de folga
e (abine e boleadora do Extensografo
e C(Centrifuga - SORVAIL RC-5B-ROTOR SS-34
e (ilindro de laminagao
e (Cuba de eletroforese
¢ Densitometro Pharmacia com Software Imagermaster 1D
e Dessecador
e Destilador de nitrogénio Tecnal, MOD. TE-036-E
e Determinador de atividade a-amilase Falling Number 1800
e Digestor de proteinas Technicon BD-40
e Do-corder Brabender
¢ Espectofotometro MACBETH color eyer colorimeter, MOD 3000

e Estufa de secagem com circulagao mecanica de ar. FANEM 320-SE
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e [:xtensografo Brabender

e [Farinografo Brabender

e lorno eletrico estatico Scarcell

e  Gel Drvend BIO RED

¢ Liofilizador - Freezone Stoppering Spray Drver - Freeze Dry Svstem MOD 79 480
e Maturograto Brabender

e Medidor de umidade por infravermelho AND. MOD AD4714A
e Moldador-cortador

e  Mufla FANEM MOD. 143

e Paquimetro

e Potenciometro Metrohm Herisau-E550

e Rheomat 115 Contraves

e Rheomat |15 Contraves - ROTOR 1045-MOD.7/7

e Scanner Sharp JX 330

e Scladora Lorenzetti

e Sistema de eletroforese PROTEAN X1l CELL (BIO-RAD)

e Texture Analyser TA XT2

e Viscoamilografo Brabender

B Métodos

I. Caracterizacio fisica, fisico-quimica e reologica da farinha de trigo

1.1 Umidade

Meétodo n® 44-15, A A.C.C. (1983)
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1.2. Proteinas

Metodo n® 46-13. A A CC (1983). utihzando-se o fator de conversao 5.75

para calculo do teor de protema

1.3 Cinzas

Mctodo n® 08-01. A A C.C.(1983)

1.4.  Lipidios

Meétodo de BLIGH & DYER (1959)

1.5.  Nuamero de queda

Método n° 56-81B, A A.C.C. (1983)

1.6. pH

Método n° 02-52, A A.C.C. (1983)

1.7 Gluten umido e seco

Método n° 38-10, A A.C.C. (1983)

1.8, Avalia¢do das propriedades de mistura da massa

As propriedades de mistura da farinha de trigo foram determinadas no
Farinografo Brabender. segundo A A .C C (1983). método n® 54-10. Foram avaliados os

seguintes parametros:

Absorcdo_de agua: quantidade de agua (%) necessaria para o centro da curva

alcangar a linha de 500 Unidades Farinograficas (UF).
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Tempo de chegada tempo (em minutos) necessario para o topo da curva

alcangar a linha de 500 Unidades Farinograficas (UF)

Tempo de desenvolvimento tempo (em minutos) desde o mmicio da mistura ate o

desenvolvimento maximo da curva, imediatamente antes da primeira indicagao de queda

Estabilidade: diferenca de tempo (em minutos) entre o ponto onde o topo da
curva intercepta a linha de 500 UF e o ponto onde o topo da curva deixa a linha de 500

UE.
1.9.  Avaliacdo das propriedades extensograficas da massa

As propriedades extensograficas da farinha de trigo foram avaladas pelo
Extensografo Brabender de acordo com A A.C.C. (1983), método n° 54-10. Foram

determinados os seguintes parametros:

Resisténcia a extensdo ou elasticidade (R): ¢é a altura da curva extensografica, a

50mm da origem, expressa em unidades extensograficas (UL)

Resisténcia _maxima (RM): altura maxima da curva medida em unidades

extensograficas (UE)

Extensibilidade (E): comprimento (em mm) do extensograma medido desde o

inicio até o final da curva
2.Processamento e avaliacio da qualidade do cracker
Foi utilizado o método “esponja e massa™ para a produgdo do biscoito tipo

cracker a nivel laboratorial. baseado no trabalho apresentado por HAMED-FARIDI

(1979), com algumas modifica¢des na formulagao e procedimento.
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Na primeira etapa do processo foi feito o preparo da esponja atraves da mistura
de parte dos ingredientes da formulagao Apos a termentagdo da esponja foi preparada a
massa. pela mistura da esponja fermentada. com os demais ingredientes. a qual to
fermentada ¢ finalmente submetida as etapas de laminagao. corte. cozimento e

restriamento

2.1, Formulagio

No preparo da esponja e da massa do cracker foi usada a seguinte formulagao:

Tabela 1 - Formulacao do cracker

Ingredientes* Esponja Massa
(Yo) (%o)
Farinha de Trigo 65 35
4}\gtxa 25 -
Gordura 0,5 0.5
Levedura 0.5
Malte nio diastastico 2.0
Bicarbonato de sodio - 0.45
Sal - 1.7
Lecitina de soja - 0.1

*Bascados no peso total da farinha

2.2, Mistura e fermentagdo da esponja

Foram testados varios misturadores optando-se pelo uso do misturador do
Farinografo Brabender acoplado ao Do-Corder. O processo de mistura da esponja foi
realizado em uma velocidade de 32 rpm.. Em testes preliminares realizados. encontrou-se

uma melhor homogeneizagao das misturas quando foi usado este tipo de misturador.

A esponja foi preparada adicionando-se no misturador Do-Corder a farinha de

trigo, a agua, a gordura e o fermento nas proporg¢des estabelecidas na Tabela 1.
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A mistura dos ingredientes da esponja foi feita a 32 rpm por 3 minutos 4
temperatura de 30°C A seguir a esponja foi transferida para bequer (coberto com
plastico). o qual foi transterido para cabine de fermentagao. a 30 C 3 ¢ umidade relativa

de 90%. por 18horas

2.3 Mistura e fermentagao da massa

No estagio de mistura da massa foram adicionados a esponja fermentada. a
vordura. a farinha de trigo. o malte, o bicarbonato de sodio. o sal ¢ a lecitina. conforme
formulagdo (Tabela 1). Os ingredientes foram homogeneizados no musturador Do-
Corder a 64 rpm durante 5 minutos, a temperatura ambiente. A massa foi colocada em
bequer (coberto com plastico), o qual foi a seguir transferido para a cabine de

fermentacdo. A massa foi fermentada. a 30°C e umidade relativa de 90%. por 6 horas

2.4.  Laminagdo e corte da massa

A laminacdo da massa foi realizada de acordo com o procedimento descrito por
WADE (1972a) com algumas modificagdes. A massa do cracker foi laminada
mecanicamente por varias passagens no cilindro até a folha de massa atingir uma

espessura de 2.0 mm, controlada com calibre de folga.

A seguir iniciou-se o processo de dobra seguido de redugdo da espessura da
folha, usando o cilindro. A espessura inicial de 2.0 mm foi reduzida gradativamente a 0.6

mm, conforme indicado na Figura 5.

Cada etapa do processo de dobra foi realizado duas vezes, o que totalizou 12

passagens no cilindro.
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Figura 5 — Seqiiéncia das dobras e laminaciio da massa do cracker

Fonte: WADE (1972a)

A massa laminada foi finalmente estampada manualmente em um moldador-
cortador especial para cracker, fabricado com latdo e similar ao usado industrialmente
(Figura 6). Os biscoitos estampados e cortados foram colocados, com auxilio de uma

espatula, em assadeiras metalicas previamente aquecidas no forno a 245°C £ 5.
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Figura 6 — Moldador—cortador para cracker

2.5.  Cozimento e resfriamento

As assadeiras contendo as massas de cracker cru estampadas e cortadas foram
transportadas para forno elétrico estatico para cozimento a temperatura de 250°C, por

3,5 a 4,0 minutos.

Apos o cozimento os biscoitos foram resfriados a temperatura ambiente por 30

minutos e embalados em sacos plasticos.
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3. Avaliacio da qualidade dos crackers processados em laboratorio

A qualidade dos crackers foi avaliada atraves das determinagoes de pll
umidade ¢ medidas fisicas peso do cracker cru (g). peso do cracker cozido ¢ resfriado
(¢). comprimento (cm). largura (cm). espessura (mm). volume (cm’). densidade (wem’)

Foram tambem avaliados a cor e textura dos biscoitos. atraves de medidas instrumentais
3.1.  Determinagio do pH

Na decterminacdo do pH foi utilizado o método citado por BRUNO (1989).
Foram pesados 10g de biscoito previamente triturado em bequer de 250ml e
posteriormente adicionado 150ml de agua destilada. A mistura foi submetida a agitagao
mecanica durante 5 minutos. Em seguida a suspensdo fol deixada decantar por 10
minutos ¢ feita a leitura do pH no liquido sobrenadante. As determinagdes de pH foram

feitas em triplicata.
3.2, Determinag¢do da Umidade

Amostras de cinco biscoitos foram trituradas em almofariz. A determinagao de
umidade. em triplicata, foi feita usando-se o aparelho infravermelho em 5g da amostra

triturada.
3.3 Medidas fisicas do produto

As medidas fisicas dos crackers foram realizadas em 30 unidades de biscoitos.
Os parametros analisados foram: peso dos crackers crus (g) peso dos crackers cozidos

(¢) espessura do crackers (cm). largura dos crackers (cm). volume dos crackers (em’).
3.3.1. Peso dos crackers crus (g)

A pesagem foi realizada em 30 unidades de crackers crus, apos a moldagem e

corte. usando balanga analitica.
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3.3.2. Peso dos crackers cozidos e resfriados (g)

Foram pesados 30 unidades de crackers cozidos apos resfriamento por 30

minutos usando balanga analitica.

3.3.3. Espessura dos crackers (cm)

A espessura do crackers (cm) foi determinada em 30 unidades de crackers

cozidos e resfriados, utilizando-se um paquimetro.

3.3.4. Comprimento dos crackers (cm)

Foram realizadas medidas do comprimento (cm) em 30 unidades de crackers,
de ponta a ponta, na mesma diregao (paralela a parede lateral do forno), usando

paquimetro, segundo relatado por WADE (1972a).

3.3.5. Largura dos crackers (cm)

Foi medida a largura (cm) de 30 unidades de crackers, de ponta a ponta, na
mesma diregdo (perpendicular a parede lateral do forno) usando paquimetro, segundo

WADE (1972a).

3.3.6. Volume dos crackers (cm”)

A determinagdo do volume dos crackers foi realizada em 30 unidades de

crackers, pelo método do deslocamento de sementes de paingo.

A densidade (g/cm’) foi calculada pela relagdo entre a massa dos crackers

cozidos e resfriados (g) e o volume (cm®).
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3.4. Andlises instrumentais

As analises instrumentais de textura e de cor foram feitas em 30 unidades de

crackers.

3.4.1.  Anailise de textura

A textura dos crackers foi determinada através da analise do parametro ruptura,
utilizando-se o analisador de Textura TA XT2, e o software XTRA Dimension V# 7G da

Stable Micro System.

Cada unidade de cracker foi colocada individualmente em uma placa de
aluminio em forma de U, com uma abertura circular de 60mm. Um probe de bola (TA-
18) de ago inoxidavel com Y2 de diametro foi dirigido para o centro de cada cracker, a
uma velocidade de Smm/s e uma profundidade de 8mm. O texturémetro foi ajustado de
acordo com a técnica descrita pelo fabricante do aparelho para analise de crackers:

Forga “threshold”: 20,0g

Distancia “threshold”: 0,50mm

Forga de contato: 5,0g

Velocidade do teste: 5,0mm/s
Velocidade do pré e pos teste = 5,0mm/s
Distancia: 10mm

Distancia da ruptura: 8,0mm

3.4.2. Analise de Cor

A determinagdo da cor dos crackers foi obtida através do espectofotometro,
seguindo o sistema CIE-Lab, medindo os valores L, a*, b* com iluminante D e angulo
10°, onde os valores de L, (luminosidade ou brilho) flutuam entre zero (preto) e 100

(branco), no eixo [-a* (verde) até + a* (vermelho)] e no eixo [-b* (azul) até + b*

50



(amarelo)], na faixa de comprimento da onda de 360-740nm, cuja representagdo

esquematica encontra-se na Figura 7.

Figura 7 — Esquema do Sistema CIE-LAB para cores
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4.Avaliacdo das mudancas na esponja e na massa do cracker durante a

fermentacio nos ensaios experimentais

As mudangas na esponja e na massa do cracker durante a fermentagiao foram
avaliadas através das propriedades extensograficas da massa, do pH das esponjas e
massas ¢ das determinagdes da solubilidade e viscosidade das proteinas das massas. Os
perfis eletroforéticos das proteinas totais das massas foram analisados visualmente e

atraves do dendograma.

4.1.  Preparo da esponja e da massa do cracker

As esponjas foram preparadas, no misturador do Farinografo adicionando-se
farinha de trigo (65%), fermento (0,5%), agua (25%) e gordura (6,5%) e
homogeneizando-se a mistura a 32 rpm por 3 minutos, a temperatura de 30°C. A seguir,
a esponja foi colocada em bequer de 1.000ml e submetida a fermentagdo em cabine a

30°C e umidade relativa de aproximadamente 90%, nos tempos de 0, 4, 8, 12 e 18 horas.

A esponja fermentada foi colocada no misturador do Farinografo e misturada
(32 rpm; 30°C) com a gordura (6,5%), o sal (1,7%), o bicarbonato de sodio (0,45%), o
malte ndo diastatico (2,0%) e a lecitina (0,1%). Os tempos de mistura da massa variaram

de 3 e 5 minutos, com base em testes preliminares.

4.2.  Determinagao das propriedades extensogrdficas das massas de cracker

A avalia¢do das propriedades extensograficas das massas foi feita pela analise
das curvas extensograficas das mesmas, conforme o procedimento descrito por WU &

HOSENEY (1990).



As massas preparadas conforme item 3.1 foram divididas em duas partes de
150g = 0.lg cada, boleadas e moldadas nas umdades do Extensografo Brabender e

levadas a camara de descanso, a 30°C e UR de 90%, por 45 minutos.

Apos o descanso das massas foi realizado o teste no Extensografo para a

obtengdo das curvas extensograficas.

Na analise das curvas extensograficas foram determinados os parametros:
resisténcia a extensdo e resisténcia maxima, em unidades extensograficas (UE) e a
extensibilidade, em mm, conforme definido no item 1.9. de material e métodos. Foram

obtidas quatro curvas extensograficas.
4.3.  Determinagio do pH das esponjas e das massas do cracker

Os valores de pH das esponjas (recém preparadas e apos fermentagao) e das
massas preparadas fermentadas e ndo fermentadas (conforme item 3.1 de Matenal e

Métodos), foram determinados pelo procedimento descrito por BRUNO (1989).

Foram triturados 30 g da massa em 100 ml de agua destilada no liquidificador,
por 1 minuto. A suspensdo foi transferida para bequer de 500 ml, submetida a agitagao
mecanica € em seguida realizada a leitura do pH no potencidometro. As determinagdes

foram feitas em triplicata.
4.4.  Extracdo das proteinas das massas fermentadas

As massas preparadas conforme item 3.1 de material e métodos foram

lofilizadas, trituradas em almofariz e estocadas em recipientes de vidro a 4°C.

A extragdo das proteinas da massa fermentada e liofilizada, foi realizada de

acordo com a técnica descrita por DANNO & HOSENEY (1982a).



Pesou-se lg da massa, diretamente em tubo de 50 ml de centrifuga.
adicionando-se 30ml de SDS (dodecil sulfato de sodio) a 1% (pH 7.0). A suspensio
contida nos tubos foi, entdo. colocada em agitador orbital por 2 horas. a temperatura

ambiente, homogeneizando-se a cada intervalo de 10 minutos.

A suspensao obtida foi, entdo, centrifugada por 10 minutos a 10.000 x g a
25°C. O liquido sobrenadante foi decantado, transferido para outro tubo ¢ centrifugado a
17.000 x g, a 25°C por 20 minutos. Os dois precipitados resultantes foram misturados e
dispersados em 20 ml de SDS a 1%, contendo 2-mercaptoetanol (pH 7,0). Depois de
permanecer em repouso durante 2 horas a temperatura ambiente, a suspensao foi, entao,
centrifugada a 17.000 x g a 25°C por 20 minutos. O procedimento de extracao da

proteina esta sumarizado na Figura 8.
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Massa fermentada e liofiizada (1g)

i

30mide SDS1%(pH 7,0)

Homogeneizagéo \agitacéo 2 horas, 25°C
+ "3
Centrjfugagéo 10min a 10.000 x G, 25°C
) v
Sobrenadante Precipitado (P1)
Centrfugacéo 20min a 17.000 x G, 25°C
— ¢
Sobrenadante Precipitado (P2) + Precipitado (P1)

Fragdo solivel - SDSS1

i20ml DS1%contendo 1 a

i D.lfp.ers?.o” 2% mercaptoetanol(pH 7,0)
Homogeneizacao 2 horas, 25°C (repouso)
Centrifugacéo 5§ 20min a 17.000 x G, 25°C
\J v
Sobrenadante Residuo Ri
Fracdo Solavel - MES2 !

Figura 8 — Esquema para extracio das proteinas das massas fermentadas

liofilizadas

4.5.  Determinagdo da solubilidade das proteinas das massas fermentadas

A determinagdo da solubilidade das proteinas das massas fermentadas foi

realizada na fragdo soluvel em SDS (S1), obtida na extra¢do das proteinas, conforme

descrito no item 3.4 de Material e Métodos.

A fragdo, S1, foi diluida em SDS 1% (peso/volume), pH 7.0, em baldo

volumétrico de 50 ml. Foram retiradas aliquotas de 10 ml, em triplicatas, para a

determinagio do teor de nitrogénio pelo método de Kjeldahl, segundo A.A.C.C. (1983).
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A solubilidade de proteinas da massa foi determinada pela dosagem do nitrogénio na
fracdo soluvel, calculando-se indice de solubilidade do nitrogénio (ISN) expresso em
percentagem, atraves da relagdo entre nitrogénio na fragao soluvel ¢ nitrogénio total da

amostra

4.6.  Medida de viscosidade das proteinas da massa fermentada

A viscosidade dos extratos de proteinas foi determinada na fracao S1 obtida
conforme descrito no item 3.4. de Material e Métodos. Foi usado o Redmetro Contraves
Rheomat 115, de cilindros concéntricos, no sistema de medidas MS-1075, cujo cilindro é
de anular fixo e casca cilindrica rotativa de copo invertido, com faixa de taxa de

deformag@o de 24,0 a 3640S™', mostrada na Tabela 2.

Na obten¢io das medidas experimentais foram adicionados 35 ml da amostra no
copo inserido a casca rotativa, (conforme recomendagio do fabricante) e deixado por 10
minutos, em rotagao, para que a temperatura desejada de 30°C fosse alcancada. Os
valores de leitura de torque foram obtidos a cada intervalo de 1 minuto, para cada
sequéncia de amostras, variando-se a velocidade de rotagdo de 5,15 a 780 rpm. Os
experimentos foram feitos em duplicata e para cada repeti¢io foi usada uma amostra

similar a anterior.
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Tabela 2- Rotaciio, taxa de deformacio e constante de multiplicaciio (K) utilizados

no sistema MS-DIN 10-75 — Reémetro Contraves Rheomat 115 °

N° Rpm D) ? K'
1 5,15 ) 24,0 2.73 )
p) 7,37 34,4 1,908
3 10,54 49,2 1,334
4 15,09 70,5 0,932
5 21,6 100,9 0,651
6 30,9 1443 0,455
7 443 207 0,317
8 63,4 296 0,222
90,7 423 0,1550
10 129.8 606 0,1083
1 185.8 868 0,0757
12 266 1242 0,0529
13 381 1779 0,0369
14 545 2540 0,0258
15 780 3640 0,01802

' K Constante de multiplicaciio
*D(S™) taxa de deformacio
*Todos os dados da tabela 2 foram fornecidos pelo fabricante do equipamento

O valor da viscosidade aparente foi calculado multiplicando-se o valor do
torque obtido em cada 1 minuto pela constante do instrumento (K), correspondente a
cada uma das rotagdes do aparelho (Tabela 2). Dos quinze valores encontrados, optou-
se pelo valor de torque correspondente a rotagdo de 545 rpm, em todos os ensaios

realizados, por apresentar melhor uniformidade nos valores obtidos.

Os resultados obtidos foram avaliados através de uma representacao
comparativa, onde foi calculada a viscosidade relativa como a relagdo entre a viscosidade

aparente do extrato de proteina da massa em cada tratamento com adigdo de enzima e a
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viscosidade aparente do extrato de proteina da massa no tratamento sem adicdo de

enzima.

77,, Massa no instante t

Vi =

1., convencional no instante t

4.7.  Eletroforese das proteinas em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-
PAGE)

As proteinas totais foram extraidas das massas conforme descrito no item 3.4.
de Material e Métodos, sendo usada a fragdo solivel SDS (S1) para analise de proteinas

totais por eletroforese em gel, conforme técnica proposta por LAEMMLI (1970).

4.7.1.  Preparo dos géis de SDS-PAGE

Os reagentes e as solugdes utilizadas na preparagio de gel de separagdo SDS-
PAGE 12% e gel de concentragio SDS-PAGE 4% e seus respectivos volumes estdo
indicados na Tabela 3.

Tabela 3 - Materiais usados nos géis de separacio e de concentracio

Soluciio estoque Gel de separacio  gel de concentracio

Concentracio do mondémero (12%) (4%)
Acrilamida (30%) , e bis acrilamida’ 0,8% 20,0 ml 0,625 ml
TRIS-HCI' (1,5M pH 6,8) 12,5 ml "
TRIS-HCI (0,5M pH 8.8) - 1,25 ml
Agua destilada 16,75 ml 3,05 ml
SDS? 10% (peso/volume) 0,50 ml 50 pl
Persulfato de aménio 10% 250 pl 25 ul
TEMED?® 25 ul S ul

"Tris-HCI (solugdo de trizma base com pH ajustado com HCI). *SDS (dodecil sulfato de sédio): *TEMED
(N. N. N’, N'Tetrametilenodiamino)
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No preparo do gel de separagdo foi utilizado o sistema de Eletroforese
PROTEAN XII CELL (BIO RAD) adicionando-se as solu¢des de acordo com a
sequéncia indicada na Tabela 3. As solugdes de acrilamida/bis. Tris-HC] pH 8.8. agua
destilada € SDS 10% foram adicionadas em béquer de 100 mi e homogeneizadas
lentamente. Em seguida, foi feita a deaeracdo durante 15 minutos usando bomba de
vacuo. Posteriormente, foram separados 2ml da mistura deaerada, para preparagdo de
um sclante. a ser aplicado nas placas de vidro para evitar vazamento do gel. Foram
adicionados aos 2ml da mistura deaerada, 14ul de TEMED e 20ul de persulfato de
amonia, seguindo-se imediatamente a selagem lateral das placas de vidro, que ocorreu
apos aproximadamente 5 minutos, devido a completa polimerizagio do selante.
Posteriormente, foi acrescentado a mistura do gel de separagdo, o iniciador (persulfato
de amdnia) e o catalizador da reagdo (TEMED). Imediatamente a mistura foi transferida
para um sistema de 2 placas de vidro, previamente montado com espagadores de teflon,

até a marca indicada.

O gel de concentragdo foi preparado usando-se a mesma técnica descrita. A
mistura liquida do gel de empacotamento foi adicionada sobre o gel de separagdo, e
sobre esta, uma barra de teflon com 13 canaletas, para formagio de espagos vazios para
subsequente aplicagao das amostras, do controle e do padrio. A polimerizagio foi feita a

temperatura ambiente por aproximadamente 30 minutos.

4.7.2. Preparac¢io das amostras

Aliquotas de 2ml das amostras de proteinas totais da fragdo solivel-S1, dos
controles e dos padroes do peso molecular conhecidos foram diluidos em 4ml de tampao
da amostra pH 6,0, preparado segundo (LAEMMLL, 1970) e posteriormente fervidos a
95°C durante 4 minutos. Apos resfriamento , foram injetados 50ul das amostras, e do
controle e 25ul do padrdo, com uma micropipeta, nas canaletas formadas no gel de

concentragao.
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4.7.3. Eletroforese

As placas de vidro, contendo os géis foram transferidas para a cuba acrilica de
eletroforese. Esta foi preenchida com 1.5 | de solucio tampdo de corrida. seguindo-se a
conecgdo dos eletrodos com amperagem de 60 mA, sendo a voltagem de 400 volts e o
tempo de corrida de 14 horas. Foram usados como padrdes as proteinas: Tiroglobulina
(PM:669,000), Ferritina (PM:440000), Catalase (PM:232,000), Lactase dehidrogenase
(PM:140,000) e Albumina (PM:67.000), adquiridos da Pharmacia.

4.7.4.  Coloracio de proteinas por Comassie Blue R - 250

Apos a corrida eletroforética, o gel foi transferido para uma cuba onde foi
fixado e revelado através do corante Coomasie Blue (1g de Coomasie Blue em 500m! de
metanol, 400ml de agua destilada e 100ml de acido acético glacial), durante 24 horas.
Posteriormente o gel foi colocado para descoloragio em uma solugdo contendo 500ml

de metanol, 400ml de agua destilada e 100ml de acido acético glacial.

Os tempos de fixa¢do e coloragio foram devidamente controlados visando
melhorar a reprodutividade das bandas. Na etapa da revelagdo, o tempo gasto foi

dependente do grau de visualizagdo desejado das bandas.

A secagem do gel foi feita em Gel Dryend BIO-RED, sob vacuo a 80°C por
duas horas, entre duas folhas de papel celofane. Em seguida, o gel foi fotografado para

ser analisado.

4.7.5.  Analise do gel SDS-PAGE
Os perfis eletroforéticos das proteinas totais das amostras foram anahisados

visualmente quanto a presenga ou auséncia de bandas em uma determinada altura ou

bandas similares agrupadas no gel.
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As bandas em estudo foram selecionadas. subjetivamente. tomando como base a
reprodutibilidade, a nitidez e a facilidade de visualizagdo. Posteriormente. a confirmagao
desses agrupamentos se deu mediante a analise do gel pelo densitdmetro Pharmacia

equipado com Software Imagermaster 1D.

Em seguida, o gel foi escaneado em Scanner Sharp JX 330 e examinado pelo

programa computacional, que permitiu a elaboragdo do densitograma.

S.Ensaios experimentais

Foram realizados cinco ensaios designados por T1, T2, T3, T4 e TS, nos quais
foram preparadas esponjas do cracker com adigio de proteases comerciais ( fungica ou
bacteriana) as quais foram fermentadas por 4, 8 e 12 horas. O tratamento T1, sem adi¢do
de protease, foi usado como controle, sendo as esponjas fermentadas por 4,8 12¢ 18

horas.

As concentragdes da protease fiingica ou bacteriana usadas na massa do cracker
foram estabelecidas, através de testes preliminares a nivel laboratorial baseados em

caracteristicas da massa e na qualidade do biscoito.

Tratamento T1-Formulagio basica sem adi¢io de proteases, correspondente ao processo

convencional, usado como controle

Tratamento T2-Formulagao basica com adi¢ao de 400 ppm de protease fungica.

Tratamento T3-Formulagdo basica com adigao de 500 ppm de protease fungica.

Tratamento T4-Formulagio basica com adigdo de 200 ppm de protease bacteriana.

Tratamento T5-Formulagdo basica com adigdo de 250 ppm de protease bacteriana.
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Foram avaliadas as mudangas na esponja e na massa dos crackers atraves das
propriedades extensograficas e pelas determinagdes do pH e da viscosidade nos
tratamentos T1. apos 0, 4, 8, 12 e 18 horas de fermentagao e nos tratamentos T2, T3. T4
e TS5 apos 0, 4, 8 e 12 horas de fermentagdo, conforme metodologia descrita nos itens

3.2,3.3 e 3.6 de Material e Métodos, respectivamente.

A avaliagdo da solubilidade das proteinas foi feita nos tratamentos T1, com O,
12 e 18 horas de fermentagido e nos tratamentos T3 e T5 com 12 horas de fermentagao,

de acordo com o item 3.5 de Material e Métodos.

Os perfis eletroforéticos foram estudados nas amostras correspondes ao
tratamento T1, nos tempos de fermentag¢do 0, 12 e 18 horas € nos tratamentos T2, T3,

T4 ¢ T5 com 12 horas de fermentagdo, de acordo com o item 3.7 de Material e Métodos.

A avaliagdo da qualidade dos crackers através da umidade, pH e das medidas
fisicas e instrumentais foi feita no tratamento T1, com 18 horas de fermentagdao da
esponja (controle) e nos tratamentos T3 e TS com 12 horas de fermentagdo, conforme

item 3.0 de Material e Métodos.



6.Metodologia estatistica

A analise estatistica foi realizada nos testes reologicos, para a analise das
medidas de viscosidade e solubilidade das proteinas e nas medidas fisicas e instrumentais

do cracker.

Na analise da resisténcia a extensdo, resisténcia maxima e extensibilidade como
tambem, da proteina solivel em SDS, da viscosidade da proteina, das medidas fisicas e
instrumentais dos crackers, foi utilizado um delineamento inteiramente casualisado, onde

cada observagio ¢ descrita pelo seguinte modelo matematico:

Vi =M +T, +¢,, sendoi=12,.5 j=12..6 k=1234

Onde:

M-representa e efeito da média geral
Ti- representa o efeito de tratamento,
Sendo que:

* Para a anlise da proteina solivel em SDS, os tratamentos utilizados foram:

i=1- 0 hora, tratamento T1 (Convencional)

i=2-12 horas, tratamento T1 (Convencional)

1=3- 18 horas, tratamento T1 (Convencional)
1=4-12 horas, tratamento T3 ( fiingica - 500 ppm)

1=5-12 horas, tratamento T5 ( bacteriana - 250 ppm)

e Para a analise da medidas fisicas e instrumentais, considerou-se:

1=1, 18 horas, tratamento T1(Convencional)
1=2, 12 horas, tratamento T3 (Fungica-500ppm)
1=3, 12 horas, tratamento T5 (Bacteriana-250ppm)
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e Para a analise da viscosidade da proteina. resisténcia a extensao. resisténcia maxima e
extensibilidade foram utilizados os seguintes tratamentos:

1=1. 0 horas, tratamento T1(Convencional)
1=2, 4 horas, tratamento T 1(Convencional)
1=3. 8 horas. tratamento T 1{Convencional)
1=4, 12horas, tratamento T I(Convencional)
i=5, 18 horas, tratamento T1(Convencional)
1=6, 0 horas, tratamento T2 (Fangica, 400 ppm)
1=7. 4 horas, tratamento T2 (Fungica, 400 ppm)
i=8, 8 horas, tratamento T2 (Fungica, 400 ppm)
1=9, 12 horas, tratamento T2 (Fungica, 400 ppm)
1=10, O horas, tratamento T3 (Fungica, 500 ppm)
1=11, 4 horas, tratamento T3 (Fungica, 500 ppm)
i=12, 8 horas, tratamento T3 (Fungica, 500 ppm)
1=13, 12 horas, tratamento T3 (Fungica, 500 ppm)
1=14, 0 horas, tratamento T4 (Bacteriana, 200 ppm)
1=15, 4 horas, tratamento T4 (Bacteriana, 200 ppm)
1=16, 8 horas, tratamento T4 (Bacteriana, 200 ppm)
1=17, 12 horas, tratamento T4 (Bacteriana, 200 ppm)
1=18, 0 horas, tratamento TS (Bacteriana, 250 ppm)
1=19, 4 horas, tratamento T5 (Bacteriana, 250 ppm)
i=20, 8 horas, tratamento TS (Bacteriana, 250 ppm)
i=21, 12 horas, tratamento T5 (Bacteriana, 250 ppm)

As hipoteses de interesse serao:

Ho)Ti=0 (nZo houve efeito de tratamento). Vi
H,) Ti#0 (houve efeito de tratamento)
Para testar essas hipoteses, foi utilizado o teste F na analise de variancia. Tendo
efeito de tratamento, éstes foram desmembrados em contrastes ortogonais que

forneceram as comparagdes: tratamento adicional (tempo 18 horas com tratamento
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convencional) com os demais; efeito do tratamento utilizado (convencional, com
protease fungica e com protease bacteriana). efeito do tempo (0. 4. 8 e 12 horas). efeito
da interacdo entre tratamento e tempo. O efeito da interagdo foi ainda desmembrado para
se verificar a evolugao do fenémeno ao longo do tempo (ajuste da curva de resposta) em
cada tratamento.

Sempre que uma_ hipotese foi significativa, os tratamentos envolvidos foram

comparados pelo teste de Tukey.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

I. Caracterizacio da Farinha de Trigo

A farinha de trigo utilizada nos testes laboratoriais foi caracterizada atraves de

analises fisico-quimicas, quimicas e reologicas.

1.1 Composi¢do centesimal da farinha de trigo

A Tabela 4 apresenta a composigio centesimal da farinha de trigo. O teor de
proteina obtido foi de 10,32% apresentando-se dentro da faixa (8,5 a 10,5%)

recomendada por WU & HOSENEY (1990) para o preparo de esponjas do cracker.

A determinagio do teor de proteina ¢ segundo KENT (1975) o mais simples e
importante teste de qualidade de farinha para crackers. Da mesma forma, DOESCHER
& HOSENEY (1985b) também mostram que o conteudo de proteina esta relacionado
com a qualidade da farinha para crackers. Segundo esses autores, a farinha de trigo
usada na fase esponja de crackers deve ter conteudo de proteina mais alto que o da

farinha usada na fase massa.

O teor de cinzas da farinha de trigo foi superior ao da faixa (0,40-0,48%)
recomendada para crackers por MAILHOT & PATTON (1988), e ao percentual de
cinzas (0,50%) mencionado para farinhas de trigo para crackers, por WHITELEY
(1971).

O conteudo de lipidios da farinha de trigo usada foi similar ao valor (1,20%)

indicado por MAILHOT & PATTON ( 1988) para uso em crackers.
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Tabela 4 - Composicio Centesimal da Farinha de Trigo

Constituintes' (%)
Proteinas{Nx5.7) 1032
Cinzas 0.56
Lipidios ' 1.28
Umidade 14,28
Carboidratos’ 73,56

| As determinagoes foram foitas em inplicata
2 s carboidratos foram determinados por diferenga

1.2, Andalises fisico-quimicas

A farinha de trigo usada nesta pesquisa apresentou valor de pH de 6,08 estando

dentro da faixa (5.8 a 6.4) mencionada por PYLER (1982).

Os teores de gluten umido e seco, da farinha de trigo, foram de 22, 37 e 8,88%,
respectivamente. O teor de gluten seco apresentou-se inferior ao intervalo de 11 a 13,9%
mericionado por PYLER (1982) para fannhas de trigo recomendado para crackers.
Entretanto WHITELEY (1971) aponta que para massas fermentadas o intervalo
desejado seria de 10 a 11%. O mesmo autor recomenda maiores teores de gluten, quanto
mais longos forem os periodos de fermentagdo e vice-versa. As farinhas para fabricagio
de biscoitos requerem gliten mais extensivel que os recomendados para paes, visto que
algumas massas de biscoitos sofrem intensivo manuseio mecanico em curto espago de
tempo. De acordo com KENT (1975) o teor de gluten Umido e seco € normalmente
usado para avaliar a qualidade das farinhas para biscoitos, embora WHITELEY (1971)

tenha destacado o teor de gliten seco como fator mais importante.

O valor de Indice de Queda encontrado para a farinha de trigo utilizada foi de
475 segundos, o que indicou baixa atividade de c-amilase. O valor minimo de 250
segundos foi mencionado por MAILHOT & PATTON (1988) para as farinhas de trigo

recomendadas no preparo de crackers. Quanto menor o valor do Indice de Queda

67



(“‘Falling Number”) maior sera a atividade de wu-amilase da farinha. devido a maior

degradagdo do amido e menor viscosidade da pasta (POMERANZ, 1987).
1.3. Testes reologicos

Os testes reologicos, usando o Farinografo e Extensografo permitiram avaliar a
capacidade de absor¢do de agua e a forga da farinha de trigo através das propriedades de

mistura e de extensao (elasticidade e extensibilidade) da massa.

1.3.1.  Caracteristicas farinograficas

Os resultados do farinograma da farinha de trigo estdao apresentados na Tabela
5, os quais foram utilizados para avaliar as propriedades de absor¢do de agua e forga da

farinha.

A taxa de absor¢do de agua da farinha de trigo (56,2%) foi superior ao intervalo
citado (48-52%) para uso em crackers (MAILHOT & PATTON, 1988). De acordo com
ROGERS & HOSENEY (1987) a absorg@o de agua 6tima da farinha € um ponto critico
para o desenvolvimento da massa do cracker. Massas com alta absor¢do resultam em
produtos pesados e duros, o que prejudica a leveza e crocancia desejadas no produto
final. A analise dos pardmetros apresentados na Tabela 5, permitiu concluir que a farinha
utilizada tem for¢a média a forte. Segundo WU & HOSENEY(1990) farinhas fortes sdo
apropriadas para a fase esponja no processamento do cracker, pois como resultado da
fermentacdo a for¢a da esponja do cracker é diminuida, devido as modificagdes que
ocorrem no gliten nesse periodo. TANILLI (1976), também recomendou o uso de
farinha de trigo de gluten forte na fase esponja para suportar o longo tempo de

fermentagdo dessa etapa do processo.
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Tabela 5 - Caracteristicas farinograficas da farinha de trigo

Parametros Valor
Absor¢ao de agua (%) 56.2
Tempo de chegada (min) 1,0
Tempo de desenvolvimento (min) 2.0
Estabilidade (min) 19,5
Tempo de saida (min) 20,5
Indice de tolerancia (UF) 400

1.3.2. Avaliacio das propriedades extensograficas da massa

Os resultados do extensograma da farinha de trigo estdo apresentados na Tabela
6. Foram encontrados altos valores de elasticidade e resisténcia a extensdo das massas.
Segundo MAILHOT & PATTON (1988) farinhas de trigo adequadas ao processamento
do cracker devem apresentar massas com média extensibilidade e baixa elasticidade ou

seja caracteristicas de gluten de forga média a fraca.

A avaliagio conjunta dos parametros farinograficos e extensograficos da farinha
de trigo usada neste trabalho mostrou a necessidade de modificagdo das caracteristicas
viscoelasticas da massa para a obten¢do de cracker de boa qualidade. Segundo PYLER
(1982) a adigdo de proteases pode ser usada para se obter a modificagdo requerida,
principalmente com relagdo a diminuigao da elasticidade da massa.

Tabela 6 — Parametros de extensdo da farinha de trigo

Tempo de descanso(min)

Parametros 45 90 135
Resisténcia a extensao(UE) 430 670 630
Resisténcia maxima (UE) 610 860 775
Extensibilidade(mm) 145 122 122
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2.Efeito da adicido de proteases no pH e nas propriedades

extensograficas das massas do cracker

Neste item serdo apresentados e discutidos os valores de pll e das propriedades
extensograficas das massas, com e sem adigao de proteases, obtidas da fermentagdo da
esponja na produgado de cracker, nas condigdes estabelecidas no ensaios experimentais

(T1, T2. T3. T4 e T5S).

2.1.  Efeitono pH

Os resultados do estudo do comportamento do pH das esponjas do cracker no
processo convencional (T1) e na presenca de proteases (T2, T3, T4 e TS), nos diferentes
tempos de fermentagao, estdao apresentados na Tabela 7. Pode ser observado que em
todos os tratamento o pH sofreu pequena redugdo com o aumento do tempo de
fermentagao (Figura 9).

Tabela 7 - Efeito do tempo de fermentacio nos valores de pH' das esponjas do

cracker, nas condicdes estabelecidas nos ensaios experimentais (T1, T2,

T3, T4 e T5)
Tempo de Fermentacio (horas)

Tratamentos 0 4 8 12 18
Convencional (T1) 5,85 5,53 5,31 4,97 4,54
Fangica (T2) 5,85 5,77 5,44 5,10 -
Fungica(T3) 585 5,80 5,43 5,07 -
Bacteriana(T4) 5,85 5,80 5.51 5.10 -
Bactenana(T5) 5,85 5,80 5,53 5,12 -

1 Médias dc trés determinagoes
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Os tratamentos com proteases T2, T3. T4 e TS apresentaram valores de pHl
superiores ao do tratamento sem proteases (T1), comparando-se nos mesmos tempos de
fermentagao (0. 4. 8 ¢ 12 horas) Foi mencionado por WHITELEY (1971) valores de pH
inicial da esponja de cerca de 5,5-6,0, sendo, no entanto, recomendado para atividade
otima da levedura valores entre 5,0-5.5, faixa esta que € raramente alcangada durante a
fermentagdo na qual sdao registrados valores de pH entre 5,5-6,0. No entanto, os
resultados encontrados no presente trabalho mostraram que, nos tempos de fermentagao
de 8 e 12 horas, foram alcangados os valores otimos para a atividade mencionados por
WHITELEY (1971) em todos os tratamentos (T1, T2, T3, T4 e T5), excetono T1 a 12
horas de fermentagdo. O mesmo autor acrescentou ainda que, se os valores de pH forem
maiores que 6,5 ou 7,0 a velocidade da fermentagdo pode ser consideravelmente
retardada, impedindo que importantes reagdes bioquimicas ocorram durante o processo

fermentativo.

No tratamento T1 (sem adi¢do de proteases), a 18 horas de fermentagio foi
encontrado o pH de 4,54, valor bem proximo ao mencionado por EL DASH et al.

(1982) em processamento convencional de crackers.

2.2.  Efeito nas propriedades extensogrdficas

Sera primeiramente apresentado o efeito do tempo de fermenta¢ao da esponja
nas propriedades extensograficas da massa no processo convencional (item 2.2.1). A
seguir serdo abordados os efeitos das proteases fungica e bacteriana e do tempo de

fermentagdo da esponja nos processos T2 e T3 (item 2.2.2) e T4 e TS5 (item 2.2.3))

2.2.1. Tratamento T1 (Processo convencional)

Os resultados dos parametros extensograficos das massas do cracker no
processo convencional T1, apos a fermentagdo das esponjas por 0, 4, 8, 12 e 18 horas,

estdao apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8 - Efeito do tempo de fermentacio da esponja nos parametros

extensograficos da massa do cracker no processo convencional

Tempos de fermentacio (horas)

Parametros 0 4 8 12 18

Resisténcia a extensdo (UE) 438, 415, 328, 193, 165,
Resisténcia maxima (UE) 485, 485, 330, 200, 187,
Extensibilidade (mm) 102, 99, 74y 6% 91

As mcdias scguidas da mesma letra, nas linhas, s3o consideradas iguais ao nivel de 1% de significancia,
pelo teste de Tukey

Nos APENDICES 1,2 e 3 sdo apresentadas as andlises de variancia dos
resultados da resisténcia a extensdo, resisténcia maxima e extensibilidade,

respectivamente, nos tempos de fermentagio nos tratamentos T1, T2, T3, T4 e T5.

O efeito do tempo de fermentagdo da esponja do cracker pode ser observado
através da queda nos valores de resisténcia a extensdo, resisténcia maxima e
extensibilidade, durante o periodo de fermenta¢do, conforme mostrado nas Figuras 10,
11 e 12. Resultados similares, com relagdo as resisténcias méaxima e a extensio, foram
obtidos por PIZZINATTO & HOSENEY (1980b). No entanto, no trabalho de WU &
HOSENEY (1990) foi relatada queda na elasticidade da massa nas primeiras cinco horas
de fermentagio da esponja, o que foi observado nesta pesquisa apos 8, 12 e 18 horas de
fermentacdo da esponja. Segundo WU & HOSENEY (1990) a referida diminuigio se

deve a modificagdo do gluten causada pela quebra de ligagdes dissulfeto das proteinas.
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Figura 10 - Efeito do tempo de fermentacio da esponja na resisténcia a extensio da

massa do cracker (processo convencional T1)
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Figura 11 - Efeito do tempo de fermentacio da esponja na resisténcia maxima da

massa do cracker (Processo convencional T1)

O teste de Tukey mostrou diferenga significativa, ao nivel de 1%. nos valores

dos parametros resisténcia a extensdo e resisténcia maxima, obtidos nos tempos 8 e 12
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horas de fermentagdo, quando comparados aos valores nos tempos 0 e 4 horas, os quais

ndo diferiram entre si (Tabela 8).
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Figura 12- Efeito do tempo de fermentacio da esponja na extensibilidade da massa

do cracker (Processo convencional T1)

A diminuigdo na extensibilidade e no pH das esponjas no processo convencional
com o aumento do tempo de fermentagao, foi semelhante aos resultados apresentado por
DOESCHER & HOSENEY (1985b) que também destacaram o aumento na

extensibilidade nas primeiras cinco horas de fermentagio da esponja.

A necessidade de maior tempo de fermentagio para ocorrer mudancas
reologicas na massa do cracker encontrados em nosso estudo, poderia ser justificada
pela presenca de baixo teor de enzimas proteoliticas endogenas na farinha de trigo usada.
De acordo com DOESCHER & HOSENEY (1985b) a enzima proteolitica nativa da
farinha age com eficacia em longos periodos de fermentagio da esponja, quando os
valores de pH diminuem a niveis 6timos para sua atividade. Segundo PIZZINATTO &
HOSENEY (1980b) as mudangas nas caracteristicas reoldgicas da massa foram também

decorrentes da a¢do das proteases.
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Tendo em vista estas consideragdes, os valores de pH da esponja do cracker no
processo convencional foram relacionados com os valores encontrados nos parametros
extensograficos da massa. constatando-se uma consideravel diminuigdo nos valores da
resisténcia a extensao e da resisténcia maxima, ao longo da fermentag¢do., devido,
provavelmente, a maior atividade presenga de proteases nativas da farinha. com a

diminuigdo do pH da massa.

2.2.2. Tratamentos T2 e T3

A Tabela 9 apresenta os parametros extensograficos das massas resultantes de

esponjas fermentadas com adigdo de protease fungica (tratamento T2 e T3)

Os parametros resisténcia a extensao e resisténcia maxima nos tratamentos T2 e
T3 apresentaram valores maximos de 440 e 485 UE, respectivamente, nas massas nao
fermentadas e valores minimos de 145 UE para ambos os parametros a 12 horas, periodo
que correspondeu ao tempo final da fermentagao da esponja. Estes resultados sdo
comparaveis aos encontrados por ISHIDA & NAGASAKI (1989a) que mostraram
diminuigao na resisténcia a extensao da massa de cracker quando foi adicionada protease
fungica. Este efeito foi também observado no tratamento T3, no qual a mais alta
concentragao de protease bacteriana acarretou maiores quedas das resisténcias, a

extensao e maxima, a 4 e 8 horas de fermentagio das esponjas.

Em relagdo ao parametro extensibilidade os menores valores foram registrados

nos tratamentos T2 e T3, apos 4 horas de fermentagdo, seguido dos de 8 horas.
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Na Figura 13 pode ser visualizado o efeito da protease fiingica na queda da

resisténcia a extensio da massa do cracker (APENDICE 1), em fungdo do aumento do
tempo de fermentagao.
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Figura 13 - Efeito da protease fungica nas concentragdes 400ppm (T2 @) e S00ppm

(T3 A) sobre a resisténcia a extensiio das massas do cracker durante a
fermentacio.

O teste de Tukey aplicado a resisténcia a extensdo no tratamento T2 mostrou
que os valores nos tempos 0 e 4 horas de fermentagdo, foram iguais entre si, porém

diferiram dos encontrados nos tempos de 8 e 12 horas, ao nivel de 1% de significancia,

os quais diferiram entre si.

Com aumento da concentragdo de protease fungica de 400 para 500 ppm
verificou-se uma diferenca significativa, ao nivel de 1%, nos valores médios obtidos para

a resisténcia a extensao nos tempos de fermentagdo estudados (0, 4, 8 e 12 horas).
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A Figura 14 mostra o efeito da protease fungica nos tratamentos T2 e T3 na

diminuigdo da resisténcia maxima da massa (APENDICE 2)ao longo da fermentagao.
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Figura 14 - Efeito da protease fungica nas concentracdes 400ppm (T2 @) e S00ppm
(T3 A) sobre a resisténcia maxima das massas do cracker durante a

fermentacao

A analise da resisténcia maxima nos tratamentos T2 e T3, pelo teste de Tukey,
mostrou que os valores obtidos diferiram, ao nivel de 1% de significancia, em todos os
tempos de fermentagdo estudados. A diminui¢do dos valores da resisténcia maxima, nos

tempos de 4 e 8 horas foi maior no tratamento T3 em relagio ao T2.

Figura 15 mostra o efeito da enzima fiingica (tratamentos T2 e T3) na
extensibilidade das massas do cracker (APENDICE 3) durante a fermentagao da

esponja.
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Figura 15 - Efeito da protease fiingica nas concentracées 400ppm (T2 @) e 500ppm
(T3 A) sobre a extensibilidade das massas do cracker durante a

fermentacio

Os valores de extensibilidade obtidos no tratamento T2 nao diferiram entre si,
ao nivel de 1% de significancia, nos tempos 0, 4 e 8 horas de fermentagdo, porém apos
12 horas de fermentagio verificou-se uma diferenga significativa quando comparados ao

tempo de 4 horas.

No tratamento T3 verificou-se que os valores de extensibilidade nos tempos 4 e
8 horas nao diferiram entre si, porém diferiram no tempo 0, ao nivel de 1% de
significincia. Apds 12 horas verificou-se que ndo houve diferenga significativa quando

comparados nos tempos 0 e 8 horas.

Conforme mencionado por PETIT & AUDIDIER (1967) o efeito geral da agdo
das proteases na massa ¢ a reducdo na forga do gluten, de modo que a massa se torna
mais extensivel e de manuseio mais ficil durante o processamento, fornecendo um

produto final de melhor qualidade geral.
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Os resultados da extensibilidade nos tratamentos T2 ¢ T3 sofreram pequenas
modificagdes que nao permitiram definir uma tendéncia a medida que o tempo de
fermentagdo aumentou. o que foi observado nos parametros resisténcia a extensio e
resisténcia maxima. No entanto, os resultados obtidos mostraram efeitos bencficos da
adi¢do da protease fungica (tratamentos T2 e T3) nas propriedades viscoelasticas da
massa, visto que promoveram, apos 12 horas de fermentagio da esponja, o
enfraquecimento desejavel da rede do gluten, resultando em um balango adequado entre
extensibilidade e elasticidade. Segundo BARRET (1975), este efeito permite que as
massas possam ser laminadas sem serem rompidas e os crackers apos o cozimento

apresentem superficie lisa, sem bolhas ou deformagoes.

2.2.3. Tratamentos T4 e TS

Os valores dos parametros extensograficos da massa do cracker, a partir de

esponjas fermentadas com protease bacteriana, estio apresentados na tabela 10.
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Na figura 16 pode-se avaliar o efeito da protease bacteriana nos tratamentos T4
e TS na diminuigio gradativa da resisténcia a extensio da massa (APENDICE 1) nos

tempos de fermentagao estudados (0, 4, 8 e 12 horas)
500

y =349,69 -63,375y [XT"ﬁJ, R2 = 98.7%

(UE)

.
o
o

(V8]
e
o

2
o
o

y=315,75-82 [%6} R? = 99.8%

Resisténcia a extensdo

100

0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (horas)
Figura 16 - Efeito da protease bacteriana nas concentra¢des 200ppm (T4 @) e

250ppm (TS A) sobre a resisténcia a extensdo das massas do cracker

durante a fermentacio

A analise, pelo teste de Tukey, dos resultados da resisténcia a extensio no
tratamento T4 mostrou que os valores obtidos nos tempos O e 4 horas de fermentagio
nao diferiram entre si, ao nivel de 1% de significancia. O mesmo comportamento foi

observado entre os tempos 4 e 8 horas e 8 e 12 horas.

No tratamento TS5, constatou-se, pelo teste de Tukey, que os valores obtidos
nos tempos 0, 4, 8 e 12 horas de fermentagao diferiram entre si, ao nivel de 1% de

significancia.

A Figura 17 mostra o comportamento da resisténcia maxima da massa do
cracker (APENDICE 2) na presenga de protease bacteriana (tratamento T4 e T5)

durante o periodo de fermentagao.
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Figura 17 - Efeito da protease bacteriana nas concentra¢des 200ppm (T4 @) e

250ppm (TS5 A) sobre a resisténcia maxima das massas do cracker

durante a fermentacio

Os valores encontrados para resisténcia maxima, em todos os tempos
estudados, diferiram entre si, ao nivel de 1% de significancia, nos tratamentos T4 e TS5,

pelo teste de Tukey.

A extensibilidade da massa do cracker (APENDICE 3) no tratamento T4,

durante o periodo de fermentagdo € visualizada na Figura 18.
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Figura 18 - Efeito da protease bacteriana na concentra¢io 200ppm (T4 @) sobre a

extensibilidade massa do cracker durante a fermentacéio

No tratamento T4, o teste de Tukey nao mostrou diferenca significativa, ao
nivel de 1%, entre os valores de extensibilidade nos tempos O e 4 horas. Entretanto. estes
valores diferiram dos encontrados em 8 e 12 horas de fermentagido. No tratamento T35, o
teste de Tukey confirmou que nao existe diferenga significativa, ao nivel de 1%, entre os
valores de extensibilidade nos tempos estudados (0, 4, 8 e 12 horas), portanto, nao

houve efeito de tratamento.

Analisando os resultados, verificou-se que a maior concentragdo de protease
bacteriana permitiu diminui¢ao mais acentuada nos valores das resisténcias, a extensdo e
maxima, da massa do cracker. Ao contrario, a extensibilidade sofreu pequena variagdo
apos 4 e 8 horas de fermentacdo, na menor concentragdo da enzima bacteriana usada.
Isto permitiu mostrar a agao eficaz dessa protease sobre a forga da esponja, cujo efeito
torna a estrutura do gluten da massa menos elastica. Segundo MONNIER & GODON
(1975) farinhas para biscoitos devem apresentar estrutura de gluten menos elastica e
mais extensivel, para evitar ou minimizar o problema de aglomeracao das proteinas € o

endurecimento excessivo do produto final.
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2.3, Estudo comparativo dos tratamentos ( T1, T2, T3, T4 e T5) através dos

parimetros extensogrdficos das massas durante a fermentagdo da esponja

Os itens 2.3.1, 2.3.2, 2.3.3 e 2.3.4 mostram os resultados do estudo estatistico
comparativo entre os tratamentos T1, T2, T3, T4 e TS visando evidenciar o efeito das
proteases, fungica e bacteriana, nos parametros extensograficos da massa nos tempos de

4, 8 e 12 horas de fermentagio da esponja no processo de produgao de crackers.

No item 2.3.4. foram comparados estatisticamente os resultados dos parametros
extensograficos nos tratamentos T2, T3, T4 e TS apos 12 horas de fermentagao com 0s

obtidos no processo convencional apos 18 horas de fermentacao.

2.3.1. Resisténcia a extensio

A tabela 11 mostra os valores médios da resisténcia a extensdo nos tempos 0, 4,
8 e 12 horas de fermentagio nos tratamentos realizados (T1, T2, T3, T4 e TS), os quais

foram comparados pelo teste de Tukey.

Tabela 11 - Médias da resisténcia a extensio " (RE) da massa do cracker sem e

com adicio de proteases fungica ou bacteriana

Tempo de fermentagiio (horas)

Tratamento 0 4 8 12
Convencional (T1) 438, 415, 328, 193,
Fuangica (T2) 438, 378, 290, 145,
Fungica (T3) 438, 305, 220y 145,
Bacteriana (T4) 438, 395, 313, 254,
Bacteriana (TS5) 438, 353 275 190,
1 Média de quatro determinagdes

2 Médias seguidas da mesma letra nas colunas, s3o consideradas iguais pelo teste de Tukey. ao nivel
de 1% de significincia
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Os tratamentos com protease fungica (T3) e protease bacteriana (T5) nos
tempos de fermentagio de 0, 4, 8 e 12 horas nao diferiram estatisticamente. ao nivel de
1% de significancia, com relagdo a resisténcia a extensiao da massa do cracker. Os efeitos
causados na massa nestes tratamentos pela agao das proteases foram maiores no periodo
de 4 a 12 horas de fermentagdo. Apos 12 horas de fermentagdo. em ambos o0s
tratamentos (T3 e TS), ocorreu uma acentuada diminui¢do nos valores de resisténcia a
extensao que tornaram a massa extremamente mole e sem condigdes de manuseio. Por
esta razao o processamento do biscoito cracker em laboratorio foi realizado nos

tratamentos T3 e T5, usando no maximo 12 horas de fermentagao da esponja.

Verificou-se que com 4 e 8 horas de fermentagdo houve diferenga significativa
na resisténcia a extensao, ao nivel de 1%, entre o tratamento T2 e T3, os quais apos 12
horas apresentaram valores médios iguais (145,00UE). Comparando-se os tratamentos
T4 e TS5, verificou-se que os valores de R E apos 4 e 8 horas de fermenta¢do ndo
apresentaram diferenga significativa, ao nivel de 1%, o mesmo nio ocorrendo com 12

horas de fermentag3o.

A Figura 19 apresenta a variagdo da resisténcia a extensdo da massa do cracker,
em fungdo do periodo de fermentagdo nos tratamentos T1, T2, T3, T4 e TS, mostrando
a maior agdo hidrolitica das proteases fingica e bacteriana nos tratamentos T3 e T5, que
acarretaram maiores quedas na RE, apds periodo de 4 a 8 horas de fermentagio em
relacdo aos demais tratamentos estudados. Em cada tempo de fermentagdo (4, 8 e 12
horas), a diminui¢@o da resisténcia a extensdo foi maior no tratamento T3 em rela¢do ao

TS.
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Resisténcia a extensdo (U.E.)

0 4 8 12

Tempo(horas)

ETI BT2 aTs3 aOT4 HmTS

T1-Convencional

T2-Protease fingica, 400ppm

T3-Protease fungica, 500 ppm

T4-Protease bacteriana, 200 ppm

T5-Protease bacteriana, 250 ppm

Figura 19 - Comportamento da resisténcia a extensiio da massa do cracker ao

longo da fermentacéo, nos tratamentos estudados.

2.3.2; Resisténcia maxima

Os resultados da resisténcia maxima das massas do cracker, durante a

fermentag@o nos tratamentos (T1, T2, T4 e TS) estdo apresentados na tabela 12.
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Tabela 12 - Médias da resisténcia maxima " da massa do cracker sem e com adicao

de proteases fungica ou bacteriana

Tempo de fermentacao (horas)

Tratamento - 0 4 8 12

Convencional (T1) 485, 485, 330, 200,
Fungica (T2) 485, 3804 290, 145,
Fungica (T3) 485, 343, 220, 145,
Bacteriana (T4) 485, 410, 318, 255,
Bacteriana (T5) 485, 373k 280, 198,

1 Média dc quatro determinagdes;
2 Médias scguidas da mesma letra nas colunas sdo consideradas iguais, pelo teste de Tukey. ao nivel de
1% de significancia
Os valores de resisténcia maxima nos tratamentos T2 e T3, pelo teste de Tukey,
diferiram entre si ao nivel de 1%, nos tempos de fermentagdo de 8 horas, enquanto que
os tratamentos T4 e TS ndo apresentaram diferenga significativa nos tempos 4 e 8 horas.
No tempo de 12 horas de fermentagao néo foi observado diferenga significativa, ao nivel

de 1%, entre os tratamentos T2 e T3, e os tratamentos T4 e TS.

Na Figura 20 observa-se que a resisténcia maxima da massa do cracker, para
cada tratamento, apresentou comportamento similar durante o periodo de fermentagio
estudado, ocorrendo diminui¢do gradual dos valores médios obtidos com o aumento do
tempo de fermentagdo. A elasticidade da massa diminuiu consideravelmente e de forma
mais acentuada, quando a massa do cracker foi tratada com proteases, notadamente nos

tratamentos T2 e T3, com adig@o de enzima fungica.

Os valores médios da resisténcia maxima, nos tratamentos T2, T3 e TS, foram
estatisticamente iguais nos tempos de fermenta¢do estudados, exceto no tempo de 8
horas, mostrando uma agdo hidrolitica maior da enzima fungica no tratamento T3 em

relagdo a bacteriana no tratamento T5.
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Resisténcia maxima (UE)

0 B 8
Tempo (horas)
ETI BT2 aT3 aT4 B|TS5

T1-Convencional

T2-Protease fungica, 400ppm

T3-Protease fingica, 500 ppm

T4-Protease bacteriana, 200 ppm

T5-Protease bacteriana, 250 ppm

Figura 20 - Comportamento da resisténcia maxima da massa do cracker nos

tratamentos estudados.

2.3.3. Extensibilidade

A Tabela 13 indica os valores médios obtidos para extensibilidade da massa

cracker durante a fermentagao nos tratamentos estudados.

90



Tabela 13 — Médias da extensibilidade ' da massa do cracker sem e com adicio de

proteases fungica ou bacteriana

Tempo de fermentacgao (horas)

Tratamento 0 4 8 12
Convencional (T1) - 102, 99, 74, 69,
Fungica (T2) 102, 88.h 954 106,
Fungica (T3) 102, 84, 80, 96,1
Bacteriana (T4) 102, 104,, 86ch 83hc
Bacteriana (T5) 102, 106, 103, 105,
! Média de quatro determinagdes;

Médias scguidas da mesma letra nas colunas sdo consideradas iguais pelo teste de Tukey. ao nivel de
1% de significancia

Os valores de extensibilidade obtidos nos tratamentos T2 e T3, nos tempos de

0, 4 e 12 horas de fermentagdo, ndo diferiram entre si ao nivel de 1% de significancia,

pelo teste de Tukey.

Com o aumento da concentragdo de protease bacteriana de 200 para 250ppm,
nos tratamentos T4 e T5, respectivamente, verificou-se que as médias da extensibilidade
da massa ndo diferiram entre si, ao nivel de 1% de significincia, no tempo de
fermentagdo de 4 horas, porém nos tempos 8 e 12 horas mostraram-se diferentes

estatisticamente, sendo maiores os valores da extensibilidade no tratamento TS,

A Figura 21 apresenta a variagdo da extensibilidade da massa durante a
fermentagdo em todos os tratamentos, podendo-se visualizar em T1 a extensibilidade
diminuindo gradualmente ao longo da fermentagdo. Esta reducdo foi também observada
no tratamento T4, porém de forma menos acentuada, enquanto em T5 verificou-se um

ligeiro aumento na extensibilidade no decorrer da fermentagio.
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Extensibilidade (mm)

0 4 8 12

Tempo (horas)

ETI ET2 aT3 aoT4 BTS

T1-Convencional

T2-Protease fungica, 400ppm

T3-Protease fungica, 500 ppm

T4-Protease bacteriana, 200 ppm

T5-Protease bacteriana, 250 ppm

Figura 21 - Comportamento da extensibilidade da massa do cracker no periodo de

fermentac¢iio nos tratamentos estudados

2.3.4. Estudo comparativo dos parimetros extensogrificos das massas nos
tratamentos T2, T3, T4 e T5 (apés 12 horas de fermentacio da esponja) e

do processamento convencional (T1) apos 18 horas de fermentacio

Através do teste de Tukey foi feito um estudo comparativo dos efeitos, nas
propriedades extensograficas, causados pela agdo das proteases, fingica e bacteriana,
(tratamentos T1, T2, T3 e T4) na esponja do cracker apos 12 horas de fermentag@o, em
relagdo ao processo convencional (tratamento T1) sem adi¢do de enzimas apos 18 horas

de fermentagdo, conforme apresentado na tabela 14.
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Tabela 14 — Médias dos parametros reologicos " * da massa do cracker, nos
tratamentos T2, T3, T4, TS (apés 12 horas de fermentacio da esponja)

e T1 (18 horas de fermentacio da esponja)

Resisténcia a Resisténcia Extensibilidade

Tratamento extensao(UE) Maxima(UE) ~ (mm)
Convencional -T1

(18 horas) 165, 187 9l
Fangica -T2

(12 horas) 145, 145, 106,
Fungica -T3

(12 horas) 145, 145, 96,1
Bacteriana -T4

(12 horas) 254, 255, 83
Bacteriana -T5

(12 horas) 190, 1984 105,
' Média de quatro determinagdes;

2 Médias seguidas da mesma letra nas colunas sdo consideradas iguais pelo testc de Tukey, ao nivel de
1% de significincia

Os resultados mostraram que os valores médios obtidos para os trés parametros
analisados, resisténcias, a4 extensdo e maxima, e extensibilidade, ndo apresentaram
diferengas significativas, ao nivel de 1%, pelo teste de Tukey, quando os tratamentos
com protease fungica (400ppm, T2), (500ppm, T3) e protease bacteriana (250ppm, T5)
foram comparados ao processo convencional (T1), sem enzimas. Entretanto, no
tratamento com protease bacteriana (200ppm, T4), os valores dos parimetros das

resisténcias a extensdo e maxima, apresentaram diferengas significativas ao nivel de 1%.

Desta forma, a fermentagdo por 12 horas produziu alteragdes nas propriedades
viscoelasticas das massas, nos tratamentos T2, T3 e TS5, iguais aquelas que ocorrem na
massa sem adicdo de enzimas (T1), fermentada por 18 horas. Esta modificagio
introduzida pela presenca das enzimas permitiu a redugdo de 33,3% (6 horas) do tempo
de fermentag@o da esponja no processo convencional (T1) mantendo-se as caracteristicas
extensograficos da massa do cracker. Com relagdo ao tempo de fermentagio da massa (6
horas), preparada com a esponja fermentada, obteve-se uma diminuigio de 50% (3
horas), promovendo, desta maneira, uma redugio de 37,5% (9 horas) do tempo total de

fermentac@o do processo convencional de produgdo de crackers (24 horas).
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3.Efeito da adi¢do de proteases, fungica ou bacteriana, nas condicoes
estabelecidas nos ensaios, na solubilidade, viscosidade e perfis

eletroforéticos das proteinas das massas do cracker

O efeitos da adigao de proteases, fungica ou bacteriana. sobre as proteinas do
gluten da massa foram estudados através da solubilidade. viscosidade e perfis
eletroforéticos das proteinas. Os resultados foram avaliados em relagio as mudancas
causadas durante o periodo de fermentagdo da esponja do cracker sem adi¢ao de

proteases (processo convencional).

3.1.  Efeito da adi¢do de proteases, fungica ou bacteriana, na solubilidade das

proteinas das massas do cracker

A tabela 15 mostra os percentuais de nitrogénio extraido das massas dos
crackers, sem e com adigao de protease, na fragdo soluvel com SDS.
Tabela 15 — Efeitos dos tratamentos e tempos de fermentacio da esponja nas

solubilidades das proteinas em SDS (dodecil sulfato de sédio)

Tratamentos Nitrogénio extraido da indice de solubilidade do
fracio solivel ' Nitrogénio (ISN) *
(%) (%)

Convencional (T1)
Sem fermentagdo 0,6596 34,904

12 horas 0,6835 36,164

18 horas 0,7128 37,71,
Protease fungica (T3)

12 horas 0,8252 43,66,
Protease bacteriana (T5)

12 horas ~0,7699 - 40,73y

1 Mcdia de scis determinagdes

2 Mcdias scguidas da mesma lctra sio consideradas iguais pelo teste de Tukev ao nivel de 1% de
significincia

A solubilidade da proteina expressa em percentagem como um indice de

solubilidade do nitrogénio (ISN), foi determinada pela dosagem de nitrogénio na fragdo
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soluvel, nos tratamentos estudados. em relagdo ao nitrogénio total (1.89%) contido na

massa do cracker.

Os valores da solubilidade das proteinas em SDS. das massas dos crackers
encontram-se relacionados na Tabela 15 A percentagem de nitrogénio extraido da
fracdo soluvel contendo SDS das massas dos crackers aumentou apos os tempos de
fermentagdo, em todos os tratamentos. A esponja ndo fermentada apresentou um Indice
de solubilidade nitrogénio (1ISN) de 34.90% em relagao ao nitrogénio total da massa.
Porém apos 12 e 18 horas de fermentagdo foram obtidos percentuais de 36.16% e
37.,71%, mostrando aumento na solubilidade da proteina causada pela fermentagédo.
Resultados similares foram citados por FARIDI & JOHNSON (1978) que afirmaram que
a fermentagdo é requerida para transformar as propriedades fisico-quimicas da massa
responsaveis pela textura, sabor dos biscoitos, resultantes principalmente da degradagao

da proteina.

As esponjas com adi¢do de proteases fungica ou bacteriana, apresentaram um
Indicede solubilidade de nitrogénio (ISN) de 43,66% e 40,73%, respectivamente, apos

12 horas de fermentag3do.

Foi verificado o efeito dos tratamentos estudados (APENDICE 4) na
solubilidade da proteina. Os resultados obtidos foram comparados pelo teste de Tukey
(Tabela 15). Os extratos protéicos das massas, em SDS, contendo proteases fungica ou
bacteriana, apos 12 horas de fermentagdo das esponjas, apresentaram maiores valores de
solubilidade (ISN) quando comparados com os da esponja, sem adi¢do de proteases,
apos 12 e 18 horas de fermentagdo (processo convencional), os quais nao diferiram entre
si, porém, diferiram dos valores obtidos dos extratos com proteases ao nivel de 1% de
significancia. O extrato obtido de (T3) (12 horas de fermentagio) apresentou maior valor
de solubilidade (ISN) em relagio ao (T5) (12 horas de fermentagio), diferindo, entre si

ao nivel de 1% de significancia, pelo teste de Tukey.
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Os resultados mostraram claramente, o efeito da adigao de proteases na esponja
e no aumento do contetido de proteinas soluveis. Acredita-se que uma fungio de grande
importancia das proteases na massa do cracker é a degradagio do gluten, que em valores

baixos de pH quebram as ligagdes peptidicas durante a fermentagao.

A Figura 22 ilustra as solubilidades das proteinas em SDS nos tratamentos sem

e com adicdo de proteases, constatando-se 0s efeitos do tempo de fermentagao e do

tratamento.
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T1b-Convencional, 12 horas

T1c-Convencional, 18 horas

T3-Fungica 500 ppm, 12 horas

T5-Bacteriana 250 ppm, 12 horas

Figura 22 - Solubilidade das proteinas das massas do cracker, sem e com adicéo de

proteases
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3.2.  Efeito da adi¢do de proteases, fungica ou bacteriana na viscosidade dos

extratos de proteinas da massa do cracker

3.2.1. Processo convencional

Os resultados da tabela 16 mostram o efeito do tempo de fermentagdo da
esponja do cracker, sem adi¢do de protease, na viscosidade dos extratos de proteinas.
Tabela 16 - Efeito do tempo de fermentacio da esponja na viscosidade aparente do

extrato de proteina, no processo convencional

Tempo de fermentacio Viscosidade aparente
(horas) (mPa.s)
0 1,7802,
4 1,7544,
8 1,7286,
12 1,7286,
18 1,6512,

Médias seguidas da mesma letra sdo consideradas iguais pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
significancia

A viscosidade aparente dos extratos protéicos, diminuiu ao longo do tempo de
fermentagdo, sendo maior na massa ndo fermentada, que na massa apos 18 horas de
fermentagdo, conforme indicado na Tabela 16. De acordo com DANNO & HOSENEY
(1982b) estes resultados suportam a teoria de que algumas ligagdes dissulfeto das
proteinas do trigo sdo quebradas ao longo da fermentagdo, causando modificagdes

nessas proteinas.

O teste de Tukey mostrou que os valores médios obtidos nos tempos 0,4,8¢
12 horas de fermentagdo ndo diferiram entre si ao nivel de 5% de significancia, porém

significativamente do valor obtido apos 18 horas de fermentagao.

A figura 23 mostra a diminuigdo da viscosidade aparente dos extratos protéicos
com o aumento do tempo de fermentagdo da esponja do cracker sem adi¢do de

proteases.
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Figura 23 - Efeito do tempo de fermentacio da esponja na viscosidade aparente do

extrato de proteina no processo convencional

3.2.2.  Processo com adic¢iio de proteases fiingica ou bacteriana

A tabela 17 apresenta os efeitos do tempo de fermentagdo na esponja do
cracker, nos tratamentos com adi¢do de proteases, fungica ou bacteriana e na

viscosidade dos extratos protéicos da massa do cracker

Tabela 17 - Efeito da adicio de proteases fiingica ou bacteriana, na viscosidade dos

extratos de proteinas da massa durante a fermentacio

Tempo de fermentacio (horas)

Tratamentos 0 4 8 12
Fuangica (T2) 1,7802, 1,7544, 1,7028,, 1,7028,
Fuangica (T3) 1,7802, 1,7415,4 1,70284 1,6777.
Bacteriana (T4) 1,7802, 1,7286y 1,7028, 1,6512,
Bacteriana (T5) 1,7802, 1,6770y 1,6512, 1,5480,

Meédias seguidas da mesma letra nas linhas sdo consideradas iguais pelo teste de Tukey. ao nivel de 5%
de significancia
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Na tabela 17 pode-se observar, atraves dos valores meédios obtidos, mudangas
na viscosidade dos extratos de proteinas, durante a fermentagdo em todos os tratamentos
com proteases (T2, T3, T4 e T5), o que indica que a cadeia peptidica foi alterada
durante a fermentagio. Segundo WU & HOSENEY (1990) as proteases interferem nas
proteinas proporcionando maior solubilidade e menor elasticidade, modificacdes estas
resultantes da quebra de ligagdes dissulfeto de proteinas. Os mesmos autores acreditam
também que uma substancia redutora é produzida no inicio da fermentagio da esponja
do cracker. Entretanto, DANNO & HOSENEY (1982b) observaram que apos cinco
horas de fermentagdo a viscosidade inicial dos extratos de proteina diminuiu muito

pouco, mostrando o efeito desprezivel da protease na viscosidade da proteina.

O teste de Tukey aplicado no tratamento T2 mostrou que os valores obtidos
nos tempos O e 4 horas ndo diferiram entre si, ao nivel de 5% de significancia, porém

diferiram dos valores obtidos nos tempos 8 e 12 horas.

No tratamento T3, os valores médios da viscosidade dos extratos de proteinas
obtidos nos tempos 0 e 4 ndo diferiram entre si, ao nivel de 5% de significincia. Entre 8

e 12 horas de fermentagio também nio houve diferenga significativa.

Considerando os estudos realizados por DOESCHER & HOSENEY (1985a)
sobre mudangas que ocorrem durante a fermentagdo da esponja e os resultados obtidos
nesta pesquisa acredita-se que a diminui¢do no pH da esponja resulte em reducdo
significativa na viscosidade, devido a maior atividade das enzimas proteoliticas em
valores de pH proximos a 4,1, mostrando, portanto, que as proteases sio responsaveis
pela diminui¢do na viscosidade dos extratos de proteinas. Os mesmos autores
constataram, em seis amostras de extratos protéicos, uma queda de viscosidade como
resultado da fermentagio, afirmando, que a enzima proteolitica age no pH baixo para
quebrar algumas das ligagGes peptidicas, o que confirma os resultados encontrados neste
trabalho, onde observou-se efeito linear da viscosidade em fun¢do do tempo

(APENDICE 5).
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As Figuras 24 e 25 mostram os efeitos da protease fungica (400 e 500ppm) e

bacteriana (200 e 250ppm), respectivamente, nas viscosidades das proteinas das massas

do cracker.
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Figura 24 - Efeito da protease fiingica nas concentracdes 400ppm (T2 @) e S00ppm
(T3 A) sobre a viscosidade dos extratos de proteinas da massa durante

a fermentacio

Na Figura 25, constata-se a diminui¢ao da viscosidade dos extratos de proteina

ao longo da fermentagdo no tratamento com protease bacteriana (200ppm e 250ppm)
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Figura 25 - Efeito da adicfio de protease bacteriana 200ppm (T4 @) e 250ppm
(TS4) sobre a viscosidade das proteinas da massa durante a

fermentacio

A tabela 18 apresenta os resultados da viscosidade aparente dos tratamentos T1
apos 18 horas de fermentagdo e de T2, T3, T4 e TS apos 12 horas de fermentagao.
Tabela 18 — Viscosidade aparente dos extratos de proteinas da massa do cracker no

tempo final de fermentaciio dos tratamentos estudados

Tratamento Viscosidade aparente (m.Pa.s)
Convencional (T1) ' 1,6512,
Fuangica (T2) 1,7028,
Fuangica (T3) 1,6777,
Bacteriana (T4) 1,6512,
Bacterina (T5) 1,5480

Meédias seguidas da mesma letra nas linhas sio consideradas iguais pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%
de significincia
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Pelo teste de Tukey verificou-se que os valores obtidos nos tratamentos T2. T3
e T4 apos 12 horas de fermentagdo. nio diferiram. ao nivel de 5% de significancia do
valor obtido no tratamento Tl (convencional) apos 18 horas. Entretanto, apenas o

resultado do tratamento T3S diferiu dos demais.

A Figura 26 mostra o comportamento da viscosidade aparente dos extratos da
proteina nos tratamentos T1, T2, T3, T4 e TS durante a fermentagdo das esponjas do

cracker com e sem adigdo de proteases fungica ou bacteriana.

Com base nos resultados obtidos, concluiu-se que as viscosidades aparente dos
extratos de proteinas das massas nos tratamentos T2, T3 e T4, apdés 12 horas de
fermentagdo, foram iguais a do processo convencional (18 horas)o que representa uma
redugdo de 33,3% do tempo de fermentagdo na presenca de enzimas, as quais tiveram

certamente acao hidrolitica no gluten.
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A Tabela 19 e Figura 27 mostram as viscosidades relativas dos extratos das

proteinas da massa do cracker nos tratamentos estudados (T1, T2, T3, T4, T5)

Tabela 19 - Viscosidade relativa dos extratos das proteinas das massas do cracker

nos varios tempos de fermentacao

Tempo de fermentacio (horas)

Tratamentos 0 4 8 12 18
Convencional (T1) 1,0000 1,0000 1,0000 1.0000 1.0000
Protease fungica (T2) 1,0000 1,0000 0,9850 0,9850 -
Protease fungica (T3) 1,0000 0,9926 0.9850 0,9705 -
Protease bacteriana (T4) 1,0000 0,9850 0,9850 0,9552 -
Protease bacteriana (T5) 1,0000 0,9550 0,9550 0,8955 -

A viscosidade relativa da proteina diminuiu com o0 aumento do tempo de

fermentagdo, e pela adi¢do de proteases fungica ou bacteriana.
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3.3.  Efeito do tempo de fermentagio da esponja do cracker, sem e com adi¢do de

proteases, no perfis eletroforéticos das proteinas totais

As proteinas totais das massas fermentadas no processo convencional (T1), sem
fermenta¢do e apos 18 horas de fermentagdo e nos tratamentos (T2), (T3),(T4) e (T5),
apos 12 horas de fermentagdo foram separadas em gel de poliacrilamida contendo SDS
(SDS-PAGE). O gel teve, entdo, suas bandas analisadas visualmente conforme mostrado

na Figura 28:

Kda
Tiroglobulina
669
Ferritina
440
Catalase
232

Lactase
Desidrogenase

140

Albumina g
67 P A

Figura 28 - Eletroforese de proteinas totais das massas do cracker designadas por

B C D E F

A,B,C,D, E,F. A canaleta P refere-se ao padriio de peso molecular
contendo: 1. Tiroglobulina (669.000), 2. Ferritina (440.000).
3. Catalase (232.000), 4. Lactatato desidrogenase (140.000),
S. Albumina (67.000)

Onde:
A - Tratamento sem protease (convencional), 0 hora de fermentacéio

B - Tratamento sem protease, (convencional),18 horas de fermentagdo
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C - Tratamento com protease fungica (400ppm), 12 horas de fermentagao
D - Tratamento com protease fungica (500ppm), 12 horas de fermentagao
E - Tratamento com protease bacteriana (200ppm), 12 horas de fermentacao

F - Tratamento com protease bacteriana (250ppm), 12 horas de fermentagao

O numero de bandas e seus respectivos pesos moleculares para cada tratamento

foram obtidos através do densitometro (Tabela 20).

A analise da Figura 28 mostrou que o tratamento A (processo convencional, 0
horas de fermentagao) apresentou perfil eletroforético diferente dos demais tratamentos,

com 12 bandas de peso molecular variando na faixa de 94.8 a 356 Kda

O tratamento B revelou um perfil eletroforético similar a D, ambos com 15
bandas de peso molecular variando de 83 a 405 Kda e 82,0 a 363,1 Kda,

respectivamente.

Os perfis eletroforéticos das proteinas nos tratamentos E e F foram
diferenciados ligeiramente por terem sido observados 15 bandas com pesos moleculares
na faixa de 83,0 a 364,4 Kda, e 16 bandas com pesos moleculares variando de 85,1 a
361,8 Kda, respectivamente. Foi notado grande proximidade dos perfis eletroforeticos
dos tratamentos E € F. Comparando-se o tratamento B, correspondente as 18 horas de
fermentagdo do processo convencional com os tratamentos D, E e F no tempo de
fermentagdo de 12 horas, verificou-se uma maior intensidade no aparecimento das
bandas de proteinas nos tratamentos com enzimas.

Tabela 20 — Efeito da adigcao de proteases na esponja nos perfis eletroforéticos das

proteinas da massa do cracker

Tratamentos Tempo de fermentacio
L (horas) N° de bandas  Kda(faixa)
A 0 12 94.8-356,7
B 18 15 83,0-405,4
C 12 5 97,3-228.3
D 12 15 82,0-363,1
E 12 16 83,0-364,4
F 12 15 85.1-361.8
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A analise eletroforética mostrou no processo convencional um aumento do
niamero de bandas de proteinas em fung¢ao do aumento do tempo de fermentagdo
Entretanto nos processos com adigdo de proteases aparcceram bandas adicionais de
proteinas, mostrando maior degradagdo protéica, em um menor tempo de fermentagao

(12 horas).

4.Efeito da adicio de proteases, fingica ou bacteriana, nos tratamentos

T1, T2, T3, T4 e TS na qualidade dos crackers

4.1.  Avaliagdo da Qualidade dos crackers

A avaliagdo da qualidade dos crackers, nos tratamentos T1, T3 € TS, com e sem
adi¢ao de proteases na formulagao, foi feita através das determinagdes de pH, umidade,

medidas fisicas de tamanho e analises instrumentais de cor e textura.

4.1.1. Umidade e pH

A tabela 21 apresenta os valores de umidade e pH dos crackers nos tratamentos
estudados. Foi verificado que os crackers produzidos em laboratorio pelo processo
convencional-T1 apresentaram teor de umidade dentro da faixa normalmente encontrada
industrialmente (3 - 4%), conforme mencionado por VITTI et al. (1988). Segundo
WADE (1988) o contetido de umidade tem importante efeito na vida de prateleira do
cracker, e em alguns tipos de biscoitos podera influenciar na ocorréncia da espontinea
fratura ou checking. Os valores de pH também encontram-se na faixa apropriada para
biscoitos, conforme PYLER (1982). No entanto, os testes T3 e TS, com adigdo de
proteases, apresentaram teores de umidade e valores de pH superiores aos encontrados
nos testes sem proteases. Os valores de pH mais altos podem ser decorrentes do menor
tempo de fermentagdo da esponja no processo com proteases (12 horas), em relagdo ao
processo convencional (18 horas). Estes resultados sao confirmados pelo trabalho de
PIZZINATTO & HOSENEY(1980b) que verificaram que o aumento do tempo de

fermentagao diminui o pH da massa e do produto final.
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Tabela 21 - Efeito da adicio de proteases fungica ou bacteriana no pH e na

umidade dos crackers

Tratamentos Umidade(%) pH
Processo convencional 3.40 7.02
Protease fungica 4,00 7.12
Protease bacteriana — 4.00 7.18

'protcasc fingica (500ppm)
-proteasc bacteriana (250ppm)

4.1.2. Efeito dos tratamentos T1, T3 e TS nas medidas fisicas de dimensao e

densidade dos crackers

Os resultados das medidas fisicas dos crackers efetuadas em 30 unidades de

biscoitos nos tratamentos T1, T3 e TS estdo apresentados na tabela 22.
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4.1.2.1. Efeito no peso (g) do cracker cru e cozido

Os valores dos pesos dos biscoitos (Tabela 22) mostraram a redugao dos pesos

dos crackers crus apos o cozimento (Figura 29).

Atraves das analises de variancia, (APENDICE 6) para os pesos dos crackers
crus e cozidos verificou-se que n3o houve efeito de tratamentos. Esses resultados nio
concordaram com os encontrados por ROGERS & HOSENEY (1989b), que afirmaram

que 0s pesos dos crackers diminuem quando o tempo de fermentagio aumenta.

Os resultados encontrados mostraram que a adigdo de proteases na formulagao,
nos tratamentos T3 e TS5, ndo interferiu nos pesos dos crackers, apesar da redugio do
tempo de fermentagdo da esponja de 18 para 12 horas. Entretanto ROGERS &
HOSENEY (1989b) afirmaram que as maiores mudangas no peso dos crackers nio sao
atribuidas apenas ao aumento das modificagdes que ocorrem na proteina da esponja.
Esses autores acreditam que as leveduras necessarias para a produgio de gas diminuem a
densidade da massa e consequentemente o peso do cracker. Assim, quando o tempo de
fermentacgdo aumenta o peso do cracker diminui indicando uma continua modificagio na

proteina ou aumento na produgio de gas.
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Peso (gramas)

Convencional Fangica-500ppm Bacteriana-250ppm

1 Bisocito cozido # Biscoito cru

Figura 29 - Avaliacio da reducio do peso dos crackers crus apos o cozimento

4.1.2.2. Efeito no volume e densidade dos crackers

A analise de variancia (ANOVA), APENDICE 6, para o volume e densidade
dos crackers mostrou que houve efeito de tratamento. No teste de comparagao de
médias verificou-se que os valores obtidos nos tratamentos convencional (T1), com
proteases fungica (T3) e protease bacteriana (T5) diferiram entre si, ao nivel de 5% de
significancia, tanto para a medida de volume como para a medida de densidade dos
crackers. Essas diferengas entre os tratamentos podem ser visualizadas nas Figuras 30 e

31.

O tratamento com protease fungica foi mais eficiente na obtengdo de maior
volume e menor densidade dos crackers, o que foi provavlemente devido a atividade
enzimatica desta protease na massa. De acordo com MONNIER & GODON (1975) o

uso de proteases resulta em menor densidade dos crackers. Entretanto, SATHE et al.
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(1981) admitem que essas diferengas na densidade poderdo ter sido causadas pelas

diferencas no aumento do volume de cada unidade de cracker durante o cozimento.

Volume (cm’)
S

Convencional Fungica-500ppm Bacteriana-250ppm

Figura 30 - Efeitos da adiciio de proteases fingica ou bacteriana no volume dos

crackers

)
o
s

Convencional Fungica-500ppm Bacteriana-250ppm

Figura 31 — Efeitos da adi¢do de protease fingica ou bacteriana densidade dos

crackers
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4.1.2.3.  Efeito no comprimento dos crackers

Através da ANOVA, (APENDICE 6) para medida de comprimento. verificou-
se que houve efeito de tratamento. Através do teste de Tukey. observou-se que esse
parametro nos tratamentos com proteases fungica (T3) e bacteriana (T5) ndo diferiram
entre si, ao nivel de 5% d_e significancia, entretanto diferiram significativamente, em
relacdo do tratamento convencional (T1). ao nivel de 5% Este resultado pode ser
Justificado pela adigao de proteases na esponja do cracker e pela redugdo do tempo de

fermentagao (12 horas).

4.1.2.4.  Efeito na largura dos crackers

A ANOVA (APENDICE 6), para a largura dos crackers mostrou que houve
efeito de tratamento ou seja a adigdo de proteases na fase esponja alterou a largura dos

crackers.
4.1.2.5.  Efeito na espessura dos crackers

Na ANOVA (APENDICE 6) para a medida da espessura constatou-se efeito de
tratamento. O teste de Tukey de compara¢do de médias para espessura mostrou que o0s
tratamentos T3 e T5 ndo diferiram entre si, ao nivel de 5% de significancia, porém

diferiram do tratamento T1 (convencional).

Estes resultados podem ser explicados pelas modifica¢des das proteinas e
também pelo aumento da produgdo de gas, devido a agdo das proteases fungica ou
bacteriana nas proteinas, na fase de fermentacio das esponjas nos testes T3 e TS, o que
possibilitou a diminui¢do da espessura dos crackers, conforme afirmaram ROGERS &
HOSENEY (1989b). Além disso, PIZZINATTO & HOSENEY (1980a) pressupdem que

as massas, nessas condigdes, sdo mais facilmente laminadas.

114



4.1.3.  Efeito dos tratamentos na cor e textura dos crackers avaliados por medidas

instrumentais

4.1.3.1. Efeito na cor dos crackers

A cor dos biscoitos processados em laboratorio nos tratamentos T1. T3 e T5

podem ser visualizados na Figura 31

Os resultados dos parametros (L, a*, b*) de cor nos tratamentos T1. T3 e TS
sao apresentados na tabela 23
Tabela 23 - Parametros de cor (L, a* b*) dos crackers obtidos nos processos
convencional (T1) e com adicdo de proteases fingicas (T3)e

bacteriana (T5)

L a* b* AE
Processo convencional T 75,7, 6.0, 33.0, -
Com protease fungica T3 76,5, 48, 31,3, 2,2
Com protease bacterian T5 78.8. 3,04 29,0, 5,9

Scndo: L=luminosidade. a*=vermelho. b*=amarclo
As mcdias scguidas da mesma letra nas colunas sdo consideradas iguais ao nivel de 5%. pelo teste de
Tukey

Com relagao a luminosidade, os biscoitos dos tratamentos T3 e TS foram mais
claros do que os obtidos pelo processo convencional, observando-se que os crackers

com protease bacteriana apresentaram maiores valores de luminosidade diferindo

significativamente dos demais, ao nivel de 5%, pelo teste de Tukey.
g p y
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Figura 32 — Crackers processados em laboratério:

1. Tratamento convencional (sem adi¢do de proteases) - T1
2. Tratamento com protease fingica - T3
3. Tratamento com protease bacteriana - TS

Os teores de vermelho (a*) e amarelo (b*) foram reduzidos nas amostras
tratadas com as proteases, em relagdo a convencional. O biscoito T3, com protease
fangica apresentou visualmente cor mais proxima a do cracker obtido pelo processo
convencional, do que a produzida pelo tratamento TS com protease bacteriana, o que
foi confirmado pelos valores de AE. Com relagdo ao teor de vermelho e amarelo, a

amostra da protease bacteriana diferiu estatisticamente das demais, ao nivel de 5%.
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4.1.3.2.  Efeito na textura (dureza) dos crackers

Na tabela 24 estao apresentados os resultados da textura dos crackers obtidos

sem e com adigao de proteases

A medida da textura foi avaliada pelo parametro dureza, que esta relacionado
com a forga necessaria para quebrar o biscoito.
Tabela 24 - Medidas de dureza dos crackers obtidos pelo processo convencional T1

e pelos processos com adicao de proteases fiingica T3 ou bacteriana TS

Tratamentos Durfeza(g)l
Processo convencional T1 1.352.83,
Com protease fungica T3 919,304

Com protease bacteriana T5 1.006,16,,

'As médias scguidas da mesma letra. sdo consideradas iguais a nivel de 5% pelo teste de Tukey

A ANOVA, (APENDICE 6), para a textura dos crackers detectou efeito de
tratamento. O teste de Tukey mostrou que os resultados obtidos nos tratamentos T3 e
T5 néo diferiram entre si, ao nivel de 5% de significincia, porém diferiram do valor
obtido no processo convencional. As medidas da textura (dureza) foram menores nos
tratamentos com proteases (T3 e TS5) que no processo convecional, mostrando
claramente o efeito positivo das proteases na qualidade do cracker produzido. Estes
resultados estdo de acordo com MONNIER & GORDON (1975), quando mencionam
que os efeitos das proteases nas propriedades plasticas do gluten refletem na textura do
produto final. Esclarecem ainda que, a dispersio ou enfraquecimento da rede de
proteinas na massa pelas proteases possibilita a formagao de um produto mais friavel, de

menor densidade e dureza e de melhor aparéncia geral.
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V.Conclusoes

De acordo com o trabalho realizado e com base nos resultados apresentados e

discutidos anteriormente, pode-se concluir que:

1.

Durante a fermentagio da esponja, no processo convencional de produgao de
crackers, foram observados o abaixamento do pH e modificagdes nas propriedades
viscoelasticas da massa, medidas pela diminui¢do nos valores de resisténcia a

extensdo e resisténcia maxima.

O uso de protease fungica possibilitou a redugdo do tempo de fermentagdo da massa
do cracker. A fermentagdo da esponja por 12 horas, produziu modificagdes
desejaveis nas propriedades extensograficas do gluten das massas, iguais aquelas que

ocorrem na massa fermentada por 18 horas no processo convencional.

A solubilidade da proteina da massa do cracker (processo convencional) aumentou
ao longo do processo fermentativo. No entanto, esta solubilidade € aumentada
quando adiciona-se proteases fungica ou bacteriana na fase esponja do cracker.
Desta forma as proteinas sdo mais soluveis em menor tempo de fermentagédo, do que

aquelas oriundas das massas ndo tratadas com proteases.

Na escolha da protease (origem e teor) a ser adicionada na fase esponja do cracker
deve ser considerada a sua atividade hidrolitica no gluten. Apds 12 horas de
fermentagio da esponja, a maior solubilidade da proteina, indicativo da maior
atividade hidrolitica, foi obtida na massa na presenga de enzima fungica (500ppm),

quando comparada com a enzima bacteriana (250ppm).

A determinagio das viscosidades aparente dos extratos protéicos das massas durante
a fermentacdo da esponja do cracker (com ou sem a adi¢do de enzima), pode ser

usada como uma medida da atividade proteolitica nas proteinas do gluten. O
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10.

11.

aumento de tempo de fermentagio diminuiu os valores deste parametro. A presenca
de 250ppm de protease bacteriana apresentou o menor valor de viscosidade aparente

no tempo final de fermentagdo da esponja do cracker.

A analise eletroforética.das proteinas das massas mostrou aumento do numero de
bandas de proteinas em fun¢do do aumento do tempo de fermentagdo da esponja, no
processo convencional. Nos processos com adicdo de proteases ocorreu o
aparecimento de bandas proteicas adicionais, indicativo de maior degradagio
protéica, em menor tempo de fermentagdo (12 horas), em relagio ao processo

convencional (18 horas).

A avaliagio da qualidade dos crackers produzidos em laboratorio mostrou que 0s
tratamentos com proteases, fungica e bacteriana, apresentaram caracteristicas
semelhantes com relagio aos valores de peso do biscoitos crus, cozidos e resfriados,
comprimento, largura, espessura, PH, umidade e textura, diferenciando-se nos

resultados da analise de cor, volume e densidade.

Os crackers produzidos com proteases fungica e bacteriana apresentaram valores de
peso do biscoito cru e cozido, similares aos dos crackers obtidos pelo processo

convencional.

Os resultados da analise de cor dos crackers processados com protease fiingica

foram comparativamente semelhantes aos obtidos no tratamento convencional.

A adigdo de proteases fiingica ou bacteriana na esponja melhorou a qualidade dos
crackers com relagdo ao parametro de qualidade dureza, os quais foram menores em

relagdo ao do processo convencional.

A adigdo de proteases de origem fungica ou bacteriana na fase esponja do
processamento do cracker é de interesse tecnologico porque estas enzimas

promovem modificages mais rapidas nas proteinas do gliten, permitindo assim
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12.

reduzir, de maneira marcante, o longo tempo de fermentacdo da esponja e, a0 mesmo

tempo, manter a qualidade do biscoito.

A avaliagdo geral dos parametros de qualidade das massas e dos crackers mostrou
que a adigdo de proteases, fungica ou bacteriana, nas condigdes estabelecidas no
presente estudo, permitiram produzir crackers de boa qualidade tecnologica com
redu¢do de 20% do tempo de mistura no preparo da esponja, e redugdo de 37,5% (9
horas) do tempo total de fermentagdo do processo, referentes a 33,33% e 50% do

tempo de fermentagdo da esponja e massa, respectivamente.
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VIi. APENDICES

APENDICE 1 - Anélise de variancia para resisténcia a extensao da massa do cracker

nos varios tempos de fermentagdo no processo convencional (T1),

processo com adi¢do de protease fungica (T2, T3) e protease

bacteriana (T4, T5)

Fonte de variacio gl SQ MSQ F P R*(%)
Parcelas 20 |890920,24 {44546,01 |54,36** 0,0000
Tratamentos(T) (4) 153886,25 [13471,56 |16,44**
Tempo(t) (3) |711743,44 [237247,81 |289,49**
Txt (12) {34723,75 |2893,65 3,53ns
Convencional(T1)
Linear {(1) |135301,25 [135301,25 |165,09** 91,4
Quadratico | (1) [12656,25 ]12656,25 |15,44** 99,9
Cubico (1) |61,25 61,25 0,07ns
Protease fingica(T2)
Linear [(1) |186245,00 |186245,00 |227,25** 90,9
Quadratico | (1) |7225,00 7225,00 8,82*%* 94,5
Cubico (1) {11300 11300 13,78** 100,0
Protease fungica(T3)
Linear | (1) |185281,25 [185281,25 |226,08** 98,1
Quadratico | (1) [3306,25 3306,25 4,03* 99,9
Cubico | (1) [281,25 281,25 0,34ns
Protease bacteriana
(T9)
Linear {(1) |80327,81 [80327,81 |98,02** 98,7
Quadratico | (1) |264,06 264,06 0,32ns
Cubico | (1) |812,81 812,81 0,99ns
Protease bacteriana
(TS)
Linear | (1) |134480,00 |134480,00 |164,09%* 99,8
Quadratico | (1) {0,0000 0,0000 0,0000ns
Cubico (1) [45,000 45,000 0,05ns
Adicional (1) 190566,8 90566,8 110,51**
Residuo 63 [51630,75 |819,54
Total 83 [942550,99 CV=92%
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APENDICE 2 — Anilise de variancia para resisténcia maxima da massa do cracker nos

varios tempos de fermentagdo no processo convencional (T1),

processo com adicdo de protease fungica (T2, T3) e protease

bacteriana (T4, TS)

Fonte de variacio gl [SQ MSQ F P R*(%)
Parcelas 20 [1203301,95 (6116514 |93 55%* 0,0000
Tratamentos(T) (4) 1632573 15814,325 [24 6**
Tempo(t) (3) |1003689,35 [334563,11 |520,25%*
Txt (12)146799,9 389999 6,06*
Convencional(T1) 89,8
Linear|(1) {204020,00 204020,00 [317,26** 972
Quadratico [ (1) |16900,00 16900,00 [26,28** |100
Cubico | (1) [6480,00 6480,00 10,07**
Protease fingica(T2) 99.0
Linear | (1) |248422,05 248422 05 1386,3**
Quadratico | (1) |1482,25 148225 2,30ns
Cubico | (1) [1022,45 1022,45 1,59ns
Protease fiingica(T3) 98,2
Linear | (1) [261061,25 261061,25 [405,95** (99 9
Quadratico | (1) [4556,25 4556,25 7,08*
Cubico (1) [151,25 151,25 0,24ns
Protease bacteriana
(T4)
Linear | (1) |122461,25 122461,25 [190,43** |99 5
Quadratico | (1) |156,25 156,25 0,24ns
Cuabico | (1) |451,25 451,25 0,70ns
Protease bacteriana
(TS)
Linear| (1) |182405,00 182405,00 |283,6** |995
Quadratico (1) {900,00 900,00 1,39ns
Cabico (1) [20,00 20,00 0,03ns
Adicional (1) 189555 4 89555.4 139,26**
Residuo 63 140514,00 643,079
Total 83 [1243816,952 CV=7 6%
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APENDICE 3 — Anilise de varidncia para extenssibilidade da massa do cracker nos

varios tempos de fermenta¢io no processo convencional (T1),

processo com adicdo de protease fungica (T2, T3) e protease

bacteriana (T4, T5)

Fonte de variacio Gl SQ MSQ F P | R¥(%)
Parcelas 20 {9864,0714 493,2036 | 11,3422** |0,0000
Tratamentos(T) (4) |3103,325 775,831 17,84**
Tempo(t) (3) |[2208,700 736,233 |16,93**
Txt (12) 14502,675 375,223 | 8,63**
Convencional(T1)
Linear (1) [3001,25 3001,25 |[69,02%* 89,2
Quadratico | (1) |2,25 2,25 0,05ns
Cubico [ (1) [361,25 361,25 [831%* 100,0
Protease fiingica(T2)
Linear | (1) [72,2 722 1,66ns 91,8
Quadratico [ (1) |576,00 576,00 13,25%*
Cabico (1) |57.8 57.8 1,33ns
Protease fiingica (T3)
Linear|(1) |101,25 101,25 |2,33ns 99, ]
Quadratico (1) |1122,25 112225 125 81%**
Cubico [ (1) [11,25 11,25 0,26ns
Protease bacteriana
(T4)
Linear | (1) [1102,61 1102,61 |2536** 81,7
Quadratico [ (1) 33,06 33,06 0,76ns
Cubico |(1) 214,51 214,51 4,93ns
Protease bacteriana
(TS)
Linear [(1) 12,01 12,01 0,28ns
Quadratico [ (1) [3,06 3,06 0,07ns
Cibico (1) 40,61 40,61 0,93ns
Adicional (1) 149,37 49,37 1,14ns
Residuo 63 12739,5600 |43,4841
Total 83 [12603,5714 CV=7%
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APENDICE 4 - Analise de variancia da solubilidade das proteinas, em SDS. da massa

do cracker

Fonte de variacio Gl SQ MSQ F P
Tratamentos 4 303,70 75.93 81.63** 0.0000
Residuo 25 23.25 0.93

Total 29 326,95 Cv=29%
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APENDICE 5 - Analise de variancia da viscosidade dos extratos de proteinas da massa

do cracker sem e com adigao de protease fungica e bacteriana

Fonte de variacio gl |SQ MSQ |F P R*(%)
Parcelas 20 10,1384 10,0069 [20,7905** |0.0000
Tratamentos(T) (4) 10,0033 0,008 |24,00%*
Tempo(t) (3) 10,076 0,025 |75,00**
Txt (12) 10,020 0,002 [6,00*
Convencional (T1)
Linear | (1) |0,0033 [0,0033 {9,9* 89,2
Quadratico | (1) [0,0003 {0,0003 |0,9ns
Cubico | (1) |0,0001 [0,0001 |0,3ns
Protease fingica (T2)
Linear | (1) [0,0081 [0,0081 {24,3%* 90,0
Quadratico | (1) [0,0003 {0,0003 |0,9ns
Cubico [ (1) [0,0006 [0,0006 |1,8ns
Protease fingica (T3)
Linear|(1) [0,0121 [0,0121 [36,3** 99,2
Quadratico | (1) {0,0001 |0,0001 0,3ns
Cubico [(1) [0,0000 ]0,0000 |0,0ns
Protease bacteriana (T4)
Linear | (1) [0,0170 [0,0170 |5,1* 98,3
Quadratico | (1) |0,0000 [0,0000 0,0ns
Cuabico | (1) [0,0003 [0,0003 |0,9ns
Protease bacteriana (T5)
Linear [(1) ]0,0522 ]0,0522 |156,6** 95,6
Quadratico | (1) |0,0000 [0,0000 0,0ns
Cuabico (1) (0,0024 [0,0024 |7,2*
Adicional (1) 10,0284 |0,0284 [9,47**
Residuo 21 10,0070 [0,003
Total 41 10,154 CV=1,01%
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APENDICE 6 — Analise de variancia da medidas fisicas dos crackers processados sem e
com adigao de proteases

I. Anilise de variincia do comprimento

Fonte de variacio gl SQ MSQ F P
Tratamentos 2 11712 0.5856 32.8173*%* 0.0000
Residuo 87 1.5525 0.0178
Total 89 2,7237 CV=2.03%

2. Analise de variancia da densidade
Fonte de variacio gl SQ MSQ F P
Tratamentos 2 0.0465 0.0233 27.0167 0.0000
Residuo 87 0,0749 0.0009
Total 89 0,1214 CV=6.2%

3. Anilise de variincia da espessura
Fonte de varia¢iao gl SQ MSQ F P
Tratamentos 2 0,0875 0,0438 49 ] ** 0.0000
Residuo 87 0.0776 0.0009
Total 89 0,1651 CV=5.6%

4. Anailise de variincia da largura
Fonte de variaciio gl SQ MSQ F P
Tratamentos 2 0,4732 0,2366 149717 0.0000
Residuo 87 1,3749 0,0158
Total 89 1,8481 CV=2,125

S. Anilise de variincia do volume
Fonte de variacio Gl SQ MSQ F P
Tratamentos 2 41,1769 20,5884 53.1996 0,0000
Residuo 87 33,6693 0,3870
Total 89 74,8462 CV=53%

6. Analise de variincia do peso do biscoito cozido
Fonte de variacio Gl SQ MSQ F P
Tratamentos 2 0,3072 0.1536 2.7512ns 0.0694
Residuo 87 4.8567 0,0558
Total 89 5,1638

7. Anilise de variincia do peso do biscoito cru
Fonte de variacao Gl SQ MSQ F P
Tratamentos 2 0,4416 0,2208 2.7241ns 0.0712
Residuo 87 7,0524 0.0811
Total 89 7,4940 CV-3.8%
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