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RESUMO

BARANZELLI, Julia. Germinagéo pré-colheita e induzida de trigo: atividade
enzimatica, propriedades fisico-quimicas, reoldgicas, de panificacdo e
teor de acido y-aminobutirico. 2017. 92f. Disserta¢do (Mestrado) - Programa
de PoOs-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Faculdade de
Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

A ocorréncia de chuvas antes da colheita do trigo, especialmente no
enchimento de grédos, pode causar germinacdo pré-colheita (PHS, pre-harvest
sprouting), que prejudica o rendimento em graos, a extracdo e a qualidade
tecnologica da farinha, afetando suas formas de aplicacdo. Por outro lado, a
germinacao pode ser considerada uma ferramenta para melhorar o potencial
funcional de diversos alimentos na promocdo da saude, através dos
metabdlitos formados, como o acido y-aminobutirico (GABA). Assim, o objetivo
desta pesquisa foi investigar o efeito da germinagéo pré-colheita no campo
(PHS) e a induzida em laboratorio (Gl), na atividade enzimética, nas
propriedades fisico-quimicas, reol6gicas e de panificacdo, e no conteudo de
GABA. Foi utilizado trigo da cultivar BRS Marcante com germinacdo pré-
colheita e graos ndo germinados (NG) para avaliar estas citadas propriedades
e o0 conteudo de GABA. Para a germinacao induzida, os graos foram
sanitizados com hipoclorito de sédio por 15 min, lavados com agua até pH 7,0,
macerados até 30% de umidade e incubados por 24, 48 e 72h com 80% de
umidade relativa e a 15 e 20°C com intervalos de 12h em cada temperatura, na
auséncia de luz. A germinacdo aumentou as atividades amilolitica total e de a-
amilase, mas nao afetou a atividade proteolitica. O peso do hectolitro, a massa
de mil grdos e o rendimento de farinha foram afetados pela germinacédo, e os
gréos foram classificados como de textura dura. A composi¢cdo quimica nao
mudou para Gl24, apenas os teores de amido danificado e gluten diferiram
entre as farinhas Gls e PHS, enquanto que as farinhas ficaram mais escuras
pela germinacdo. As amostras de grdos e de farinha refinada nao
apresentaram presenca ou formacéo de micotoxinas. Através da alveografia, o
gliten inicialmente balanceado apresentou maior tenacidade com o aumento
de germinacdo, sem alterar sua forca. Houve reducdo dos valores de
farinografia (absorcdo de agua, tempo de desenvolvimento e estabilidade da
massa), RVA (viscosidade maxima, ruptura, retrogradacéo e viscosidade final)
e mixolab (gelatinizacdo de amido-C3, resisténcia a amilase-C4 e
retrogradacdo de amido-C5) resultando no enfraquecimento da massa e na
reducdo da capacidade de gelatinizacdo do amido. O volume especifico e a
firmeza do pao, e os conteudos de GABA da farinha e do pdo aumentaram em
ambos Gls e PHS, enquanto que o miolo dos paes ficou mais escuro com a
germinacdo. As alteracbes provocadas pela germinacdo estdo diretamente
associadas a atividade enzimatica e embora tenham sido observadas
modificacdes nas caracteristicas do amido e da proteina, os tempos de
germinacdo ndo foram suficientes para causar diminuicdo nas caracteristicas
de panificacdo e um aumento significativo no teor de GABA.

Palavras-Chave: Triticum aestivum L.; atividade amilolitica; germinacao;
reologia da farinha; panificagdo; GABA.



ABSTRACT

BARANZELLI, Julia. Pre-harvest sprouting and induced germination of
wheat: enzymatic activity, physico-chemical, rheological, baking
properties and y-aminobutyric acid content. 2017. 92f. Dissertation (Master
Degree) - Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2017.

Rainfall in wheat before harvesting, especially in grain filling, can cause pre-
harvest sprouting (PHS), which has detrimental effect in the grain yield, the
extraction and the technological quality of flour, affecting its application forms.
On the other hand, germination can be considered a tool to improve functional
potentiality of several foods to promote health, through the formed metabolites,
such as y-aminobutyric acid (GABA). Thus, the objective of this research was to
investigate the effect of pre-harvest sprouting in the field (PHS) and induced
germination in the laboratory (IG), on the enzymatic activity, on the
physicochemical, rheological, baking properties, and on the GABA content.
BRS Marcante wheat cultivar, with pre-harvest germination in the field and
grains of non-germinated (NG), was used to evaluate these cited properties and
the GABA content. For the laboratory induced germination, the wheat grains
were sanitized with sodium hypochlorite for 15 min, washed with water until pH
7.0 and incubated for 24, 48 and 72h at 80% relative humidity, 30% of grain
moisture, and at 15 and 20°C with intervals of 12h in each temperature, in the
absence of light. Germination increased total amylolytic and a-amylase
activities, but did not affect proteolytic activity. The test weight, the thousand
kernel weight and the flour yield were affected by germination, and the grains
were classified as being hard texture. There was no change in the 1G24
chemical composition, only damaged starch and gluten contents differed among
the 1Gs and PHS flours, and the flours became darker by the germination.
There was no presence or formation of mycotoxins in grain and refined flour
samples. By alveography, the gluten, initially balanced, presented more tenacity
with the increase of germination, without changing its strength. The reduction in
the values of farinography (water absorption, dough development time, and
stability), RVA (viscosity peak, breakage, setback and final viscosity) and
Mixolab (starch gelatinization-C3, resistance amylase-C4, and starch
retrogradation-C5), showed dough weakening and starch gelatinization capacity
reduction. Bread specific volume and firmness, and flour and bread GABA
contents, increased in both IGs and PHS, while bread crumbs became darker
with germination. The changes caused by germination are directly associated to
the enzymatic activity and although changes in starch and protein
characteristics were observed, the germination times were not enough to cause
a decrease in baking characteristics and a significant increase in GABA content.

Keywords: Triticum aestivum L.; amylolitic activity; germination; flour rheology;
breadmaking; GABA.
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1 INTRODUCAO

O trigo (Triticum aestivum L.) € uma das principais culturas de cereais e
estd entre os alimentos basicos para a populacdo mundial. A ocorréncia de
chuvas na fase pré-colheita do trigo, especialmente no enchimento de graos,
causa a germinacdo pré-colheita (pre-harvest sprouting, PHS). Este fator
abidtico prejudica o rendimento em gréos, a extracdo e a qualidade tecnolégica
da farinha, afetando as formas de aplicacdo do trigo, principalmente para a
producdo de pdes e de massas alimenticias, com consequente diminuigdo do
valor econdmico.

A germinacdo pode ser definida como a modificacdo morfologica e
bioquimica de cereais devido a absorcdo de agua. Para que ocorra a
germinacao, tanto natural quanto induzida, é necessario que o0s graos estejam
com sua integridade preservada, em condicdbes de umidade elevada,
temperatura ideal entre 15 e 31°C, e na presenca de oxigénio, desta forma dao
inicio ao processo germinativo, em que 0 eixo embrionario da semente da
prosseguimento ao seu desenvolvimento, que tinha sido interrompido por
motivo da maturidade fisioldgica.

A germinacdo pré-colheita ocorre de forma natural no campo, ndo é
possivel controlar o processo e varios fatores podem estar relacionados, como
intensidade da chuva, vento, luz e trocas de temperatura. Enquanto que na
germinacao induzida em laboratorio ha controle das variaveis envolvidas, como
umidade, tempo e temperatura, presenga ou auséncia de luz, favorecendo,
assim, um processo homogéneo durante todo o periodo.

Durante a germinacéo, inicialmente, o amido € hidrolisado pela atuagéo
de enzimas amiloliticas, principalmente a-amilases, produzindo maltose,
glicose, dextrinas e oligossacarideos. Além dos processos amiloliticos,

proteinas de armazenamento, como as formadoras de glaten (gliadinas e
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gluteninas), também sao hidrolisadas em estagios mais avancados da
germinacao pré-colheita, liberando aminoacidos livres e cadeias peptidicas.

O processo de germinagao pode ser prejudicial as propriedades de
panificacdo das farinhas, por outro lado, este processo vem sendo considerado
como ferramenta para aumentar o potencial funcional de promocéo da saude.
Através da germinacdo ocorre aumento da biodisponibilidade de aminoacidos e
0o amido torna-se mais digerivel, além de grande numero de compostos
bioativos que sao formados. Dentre os compostos bioativos, tém-se o acido y-
aminobutirico (GABA), recomendado para prevenir distirbios neurologicos,
além de estar associado a prevencdo e reducdo de doencas como diabetes
tipo 2, hipercolesterolemia, hipertensédo, Alzheimer, doenca renal crobnica,
alguns tipos de cancer (mama, célon e figado), entre outras.

Alguns estudos mostraram efeitos da germinacao sobre as propriedades
das farinhas e dos amidos de trigo (NODA et al., 2004, OLAERTS et al., 2016a
e OLAERTS et al., 2016b). Outros, investigaram a atividade antioxidante e a
producdo de compostos bioativos, como GABA e compostos fendlicos a partir
da germinacéo induzida de gridos (CACERES et al., 2014, DIANA, QUILEZ e
RAFECAS 2014a, OHM, LEE e CHO, 2016 e XIA et al., 2017). Ainda ha
estudos que mostram a aplicacdo de trigo germinado em produtos de
panificacdo como fonte de GABA (LAMBERTS et al., 2012; DIANA, QUILEZ e
RAFECAS 2014b e CORNEJO et al., 2015).

Porém, um estudo que reuna efeitos da germinacdo de trigo nas
propriedades fisico-quimicas, reoldgicas, de panificacdo e no teor de GABA
nas farinhas obtidas de trigo germinado por germinacéo pré-colheita, que utilize
trigo com germinacgéo pré-colheita como ferramenta para aumentar o potencial
de promocdo da salde e compara os efeitos da germinacdo induzida com a
pré-colheita ainda ndo esta bem elucidado na literatura.

Neste contexto, objetivou-se com esta pesquisa investigar efeitos da
germinacao pré-colheita (PHS) de trigo no campo e germinacao induzida (Gl)
em laboratério sobre a atividade enzimatica, as propriedades fisico-quimicas,

reologicas e de panificacdo e no teor de GABA.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Trigo

2.1.1 Cultura e producao

O trigo (Triticum aestivum L) é uma das culturas mais importantes e
amplamente cultivadas no mundo, com producédo anual de 750 milhdes de
toneladas, ocupa o segundo lugar na producao mundial, perdendo apenas para
a cultura de milho. Os principais produtores de trigo no mundo s&o China, india,
Russia, Estados Unidos, Franca e Canadéa (FAO, 2017).

No Brasil, o trigo é cultivado principalmente na regido sul, nos estados
do Parana e do Rio Grande do Sul. Outros estados como S&o Paulo, Minas
Gerais e Mato Grosso do Sul também contribuem com a producéo brasileira de
trigo, mas em menor escala (CONAB, 2016). Embora a area plantada de trigo
alcance 253,9 mil hectares, a demanda pelo produto é maior que a oferta, além
disso, as frequentes ocorréncias de chuvas no periodo da colheita,
principalmente na regido sul, afetam a qualidade tecnolégica das farinhas,
podendo apresentar alta incidéncia de grédos germinados.

O Brasil produz aproximadamente 5,5 milhes de toneladas de trigo por
ano. Para suprir a demanda de trigo pelo pais, sdo importados anualmente
aproximadamente 5,8 milhdes de toneladas de outros paises, principalmente
Argentina e Estados Unidos (CONAB, 2016). Apesar do pais ndo ser
autossuficiente e nem se destacar como produtor mundial, o trigo € o quarto
grao em volume de producéo, perdendo para as culturas de soja, milho e arroz
(CONAB, 2016). Do total de farinha consumida, no pais, 55% ¢€ utilizada na
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fabricacdo de pées, 17% para massas, 13% para biscoitos, 11% para uso

doméstico e 4% para outros segmentos (ABITRIGO, 2017).

2.1.2 Estrutura e composicdo quimica

A planta de trigo pertence a familia Poaceae, a divisdo das
angiospermas e a classe das monocotiledonea (DENDY e DOBRASZCZYK,
2001). O grao do trigo possui formato ovalado com um sulco disposto
longitudinalmente que se estende por toda sua extensao, na parte central. Em
uma das extremidades apresenta pelos que podem ser mais ou menos curtos e
gue sao extensodes das células epidérmicas (ABECASSIS e SHEWRY, 2009).

As cultivares de trigo em alguns paises, como Canada e Estados
Unidos, sédo classificadas segundo a estacdo do ano em que séo cultivadas
como trigo de inverno (semeado no outono, fica sob a neve no inverno e brota
na primavera) ou de primavera (semeado na primavera e colhido no outono);
pela dureza do grdo, como trigo duro e mole; e pela cor do grdo, como
vermelho ou branco; caracteristicas essas ligadas ao conteudo de proteina e
amido. No Brasil h4 apenas uma safra de trigo, que é considerada cultura de
inverno (semeado desde fevereiro na regido central até julho no sul do pais, e
colhido de julho até dezembro, respectivamente). O trigo brasileiro é mais
parecido com o trigo vermelho duro de primavera dos paises da América do
Norte.

Dentre as espécies de trigo mais cultivadas no mundo tém-se os trigos
hexaploides e tetraploides, de nomes cientificos Triticum aestivum e Triticum
durum, respectivamente. O T. aestivum representa 95% da producdo mundial e
contempla as texturas de grdo mole e dura (GOODING, 2009) envolvendo
variedades especificas para producado de paes ou de biscoitos. Enquanto que o
T. durum contribui com os 5% restantes e € principalmente indicado para a
producdo de massas (BARAK, MUDGIL e KHATKAR, 2015).

Através do corte longitudinal do grdo, conforme Figura 1, podem ser
visualizadas as trés partes basicas que o compde: pericarpo, ou

industrialmente conhecido como farelo, que compreende de 14 a 15% do peso
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seco do grao; endosperma, que corresponde a maior fragdo, com um total de

80 a 85% e gérmen, de 3 a 4% (DELCOUR e HOSENEY, 2010).

Endosperma
(80-85%)

L Amido e

proteinas

[

Gérmen
(3-4%)

Pelos

Sulco

aleurona
(6-9%)

~ Testa (1-2%)

Camada deJ i N ,
+ Vitaminas do complexo B

+ Vitamina E
* Minerais
+ Acido fitico

+ Fibra alimentar sollvel e

insolavel (xilanas e B-glucanos)

+ Proteinas
« Antioxidantes (acido ferulico)

Doadores de metil (betaina)

Enzimas

Alquilresorcinéis

Pericarpos | « Fibra alimentar insolavel
[ interno e (xilanas cellulose e lignina)
externo 7 + Antioxidantes ligados na
T (4-5%) parece celular (acidos
fenolicos)
+ Lipideos
+ Antioxidantes
+ Vitamina E
+ Vitaminas do complexo B
* Minerais
+ Esterdis
+ Enzimas

(%G1-¥1) odseaniad

Figura 1 - Grdo de trigo, componentes anatdmicos e distribuicio de compostos bioativos
(adaptado de ANDERSSON, 2011)

Os constituintes ndo se distribuem uniformemente pelo grédo. O pericarpo

recobre o endosperma e compreende as camadas mais externas do grao,

sendo rico em pentosanas, celulose e cinzas. A aleurona € uma camada rica

em fibras, cinzas (fésforo e fitato), proteinas, enzimas e vitamina E e do

complexo B. No endosperma predomina a fragdo amido envolta em matriz

proteica, cobertos pela camada de aleurona. O gérmen ou embrido esta

7

localizado na parte dorsal do grdo e € composto por escutelo (cotilédone),

coleoptilo, plimula e radicula, tem alto teor de lipideos, antioxidantes,

vitaminas, minerais e enzimas (DELCOUR e HOSENEY, 2010).

2.1.2.1 Carboidratos

Os carboidratos séo, quantitativamente, os componentes presentes em

maior quantidade no grdo maduro, constituindo cerca de 70% do seu peso

seco. Eles incluem predominantemente amido (60 a 75%), mas também
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pentosanas (6,5%), celulose (2 a 2,5%) e 1,5% de acgucares redutores
(QUAGLIA, 1991).

O amido é o principal carboidrato de reserva de plantas e pode ser
encontrado em cereais, raizes, tubérculos, sementes e frutos. O endosperma
maduro do trigo contém principalmente amido disposto em uma matriz proteica,
encontrado na forma de granulos, os quais sdo formados nos amiloplastos.
Formado pelas macromoléculas de amilopectina e amilose, geralmente na
proporcao de 75% e 25%, respectivamente (BOBBIO e BOBBIO, 1995; CHEN
et al., 2016).

A amilopectina e a amilose sdo formadas por unidades de D-glicose,
porém diferem em tamanho e estrutura molecular. A amilopectina (Figura 2A) é
formada por ligagbes a-(1-4) na cadeia principal, com cerca de 5 a 6% de
ligagbes a-(1-6) nos seus pontos de ramificacdo, formando uma cadeia
ramificada e a amilose (Figura 2B) apresenta ligagdes a-(1-4), originando uma
cadeia essencialmente linear (WALTER, SILVA e EMANUELLI, 2005;
ZAVAREZE e DIAS, 2012). A estrutura do amido depende da maneira como as
moléculas de amilose e amilopectina estdo associadas e distribuidas ao longo
do gréo (ZAVAREZE e DIAS, 2012).

0,
o ) H \ —» Ligacao a-(1-6)
HO
. ﬁ%

H
HL-OH
[+} H 2
/ H H
Y B M o L
Ligacéo a-(1-4)

Figura 2 - Estrutura molecular da amilopectina (A) e da amilose (B)
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O amido de trigo apresenta distribuicdo granulométrica bimodal, sendo
classificado em tipo A e tipo B (KIM e HUBER 2007). Os granulos dos tipos A e
B possuem composi¢des quimicas e propriedades funcionais muito diferentes
entre si. Os granulos do tipo A tém mais de 10um de diametro e formato
lenticular, enquanto que os do tipo B tém um diametro inferior a 10pym e séo
esféricos (YIN et al., 2012).

A existéncia de ramificadas na amilopectina e moléculas lineares na
amilose resulta no aparecimento de regides cristalinas e amorfas distribuidas
nos granulos de amido (PARKER e RING, 2001). A parte linear da molécula de
amilopectina forma estruturas helicoidais duplas e sédo elas que dao origem as
regibes cristalinas. A regido amorfa € composta pelas cadeias de amilose e
pelas ramificagcbes da amilopectina. No entanto, ndo existe demarcacao entre
regides amorfas e cristalinas, o que existe sdo evidéncias de uma estrutura
supramolecular onde as fases amorfas e cristalinas s&o interdependentes
(PEREZ e BERTOF, 2010).

A regido amorfa dos granulos de amido € menos densa, e, portanto,
mais susceptivel ao atagque enzimatico. Esta regido absorve mais agua em
temperaturas mais baixas que a de gelatinizacdo. Por outro lado, sdo as
regides cristalinas do amido que mantém a estrutura do granulo, controlam o
seu comportamento na presen¢ca de agua e 0s tornam mais ou menos

resistentes aos ataques quimicos e enzimaticos (HOSENEY, 1991).

2.1.2.2 Proteinas

As proteinas correspondem entre 6 a 20% do peso seco dos grdos de
trigo (ZILIC et al., 2011; BARAK, MUDGIL e KHATKAR 2015). S&o polimeros
organicos formados por cadeias de aminoacidos unidos entre si por ligacdes
peptidicas entre o grupamento amina (-NHz) de um aminocido com o grupo
carboxila (-COOH) de outro aminoacido.

De acordo com a classificacdo de Osborne as proteinas de trigo sao
separadas em quatro grupos: as albuminas sdo solliveis em agua, as
globulinas sé@o soluveis em solugédo salina diluida, as gliadinas pertencem a

classe das prolaminas e sdo soluveis em solugcdo alcodlica a 70% e as
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gluteninas pertencem a classe das glutelinas e séo soluveis em solugcéao acida
ou basica diluida (BARAK, MUDGIL e KHATKAR, 2015).

As gliadinas e gluteninas sé@o as proteinas de maior interesse, pois séo
elas que formam a rede de gluten, correspondendo a 80-85% do total de
proteina do trigo, enquanto que as albuminas e globulinas representam apenas
15-20% da proteina do grdo (HOSENEY, 1991; SINGH, SINGH e
MACRITCHIE, 2011).

As proteinas influenciam o processamento e as propriedades reoldgicas
da farinha de trigo. Estas propriedades descritas como viscoelasticidade, sé&o
particularmente importantes na fabricacdo de paes fermentados, uma vez que
permitem o aprisionamento de dioxido de carbono liberado durante a
fermentacao. Além disso, também sdo importantes para outros produtos, como
bolos, biscoitos e massas (SHEWRY, 2009).

As caracteristicas de coesividade, extensibilidade e viscosidade do
glaten séo atribuidas as gliadinas, enquanto que as gluteninas contribuem para
as propriedades de elasticidade e resisténcia do gluten (XU, BITZ e
CARRIERE, 2007; BARAK, MUDGIL e KHATKAR 2015). As proteinas
formadoras de gldaten sdo ricas nos aminoacidos asparagina, glutamina,
arginina ou prolina, e apresentam, em menor quantidade, lisina, triptofano,
glutamato e metionina (ZILIC et al., 2011; XIA et al., 2017).

As gliadinas representam 40 a 50% do total das proteinas de
armazenamento, sao classificadas em quatro subcategorias a, B, y € w, com
massa molecular de aproximadamente 30 a 80 kDa e apresentam estrutura
globular. Os residuos de cisteina de gliadinas formam principalmente ligacdes
dissulfeto intramoleculares (BARAK, MUDGIL e KHATKAR 2015). As gliadinas,
majoritariamente, do tipo a- sdo geralmente associadas a doenca celiaca
(ZILIC et al., 2011).

Os polimeros de gluteninas séo polipeptidios simples ligados através de
ligacBes dissulfidicas intermoleculares e representam 45% do total de proteinas
do grao. As gluteninas apresentam massa molecular que varia de 30 a 140kDa
e sao ainda fracionados em subunidades de glutenina de elevada massa
molecular (high molecular weight glutenin subunit, HMW-GS: 90-140kDa) e
glutenina de baixa massa molecular (low molecular weight glutenin subunit,
LMW-GS: 30-75kDa) (ANJUM et al., 2007).



22

2.1.2.3 Lipideos

Os lipideos sdo encontrados em pequena quantidade, constituindo 2 a
3% dos gréos de trigo. Estao localizados no gérmen de 30 a 36%, na camada
de aleurona de 25 a 29% e no endosperma de 35 a 45% do total de lipideos do
grao de trigo (FINNIE, JEANNOTTE e FAUBION, 2009).

No trigo, os lipideos apresentam grande diversidade estrutural e
compreendem componentes neutros (acilglicerdis e &cidos graxos livres) e
polares (glicolipideos e fosfolipideos). Como na maioria dos tecidos de
sementes, os triacilgliceréis sdo os principais lipideos de armazenamento e
estdo contidos em organelas subcelulares chamadas oleossomas. Embora
presentes em pequenas quantidades no trigo, apresentam impactos
significativos na funcionalidade da farinha e da massa, interagindo com as
proteinas do gluten e com o amido, estabilizando células de gas durante a
panificacdo (PAREYT et al., 2011).

A importancia dos lipideos no processo tecnolégico de transformacéo e
na conservagao do produto final é devida as suas propriedades tensoativas e a
capacidade de reacdo com as proteinas. Os lipideos enddégenos da farinha de
trigo ndo possuem influéncia nas propriedades reoldgicas da massa (extenséo
biaxial), indicando a importancia dos lipideos da farinha de trigo como
componentes ativos de superficie, estabilizando ou desestabilizando a
estrutura das células de gas da massa. Os lipideos polares apresentam efeito
estabilizador, resultando em melhora no volume do pé&o. Ja os lipideos apolares
demonstram efeito desestabilizador, o que causa diminui¢cdo do volume do pao
(PAREYT et al., 2011).

2.1.2.4 Vitaminas e minerais

A maior parte dos cereais sdo fontes importantes de vitaminas

(HOSENEY, 1991). O trigo contém quantidades apreciaveis de tiamina,

riboflavina, niacina, piridoxina, acido pantoténico, acido folico e tocoferdis. Sua
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distribuicdo ndo € homogénea e se localiza quase que totalmente na parte
externa, sendo extraidas pelo processo de moagem (QUAGLIA, 1991).

O trigo possui 1,5 a 2,0% de minerais, onde, aproximadamente 61%
destes, estdo localizados na camada de aleurona (HOSENEY, 1991). Os
principais minerais encontrados no trigo sdo fésforo, potassio, magnésio,
calcio, ferro, enxofre, manganés e fitato (QUAGLIA, 1991; SHEWRY, 2009).

2.1.2.5 Acido y-aminobutirico GABA

O &cido y-aminobutirico (GABA) é um aminoacido livre de quatro
carbonos que estda amplamente presente em plantas, animais e bactérias. Em
plantas e bactérias desempenha papel metabdlico no ciclo de Krebs, e nos
animais age como poderoso neurotransmissor (DIANA, QUILEZ e RAFECAS,
2014a; HAYAT et al., 2014). A formacdo de GABA ¢ atribuida a
descarboxilacdo de L-glutamato durante a germinacdo dos grédos que ativa a
enzima glutamato descarboxilase (GAD), como pode ser observado na Figura 3
(AL-QURAAN, SARTAWE e QARYOUTI, 2013).

O GABA atua no sistema nervoso central (SNC) e é responsavel por
controlar uma série de funcdes fisico-quimicas no corpo humano (HAYAT et al.,
2015). Esse neurotransmissor tem efeito oposto ao glutamato, pois age como
inibidor de sinais, enquanto que o glutamato age com efeito excitatério
(ECKSTEIN et al., 2008).

)OJ\/\)OJ\ O
. H,oN
HO : oH ——————> ZV\)J\ + CO,

OH

Zln

H, GAD

L-glutamato GABA Dioxido de carbono

Figura 3 - Reacdo de descarboxilacao de L-glutamato catalisada pela glutamato descarboxilase
(GAD) com a formagéao de acido y-aminobutirico (GABA) e liberacao de diéxido de carbono

O GABA exerce uma série de efeitos promotores da saude, tais como a
regulacédo da presséao arterial e da frequéncia cardiaca, alivio da dor, ansiedade

e insbnia, estimula células imunes, inibe a proliferacdo de células



24

cancerigenas, estimula a producdo de insulina no pancreas, ajudando na
prevencdo da diabetes tipo 2 (DONKOR et al., 2012; CACERES et al., 2014;
SHAO e BAO, 2015; OHM, LEE e CHO, 2016), além de estar associado a
prevencdo ou reducdo de doencas como hipercolesterolemia, Alzheimer e
doenca renal cronica (CACERES et al., 2014; CHALERMCHAIWAT et al.,
2015; CORNEJO et al., 2015).

2.2 Germinacgéo

A germinacdo das sementes é um processo natural e desejavel para a
perpetuacdo da espécie. Para que ela ocorra, é fundamental que haja
condicbes favoraveis de umidade, temperatura (entre 15 e 31°C) e oxigénio,
além de preservada a integridade das sementes. Nessas condi¢Bes, ocorre
uma série de reacdes morfologicas e bioquimicas, como a degradacdo de
substancias de reserva (FERREIRA e BORGHETTI, 2004; MCKIE e
MCCLEARY, 2015).

A primeira etapa da germinagdo envolve a hidratagdo da semente
(embebicéo), tanto das células do embrido como do endosperma. ISso promove
a ativacdo de enzimas para a formacédo de organelas e macromoléculas, bem
como a producao de energia a partir das substancias de reserva.

A embebicédo é influenciada pela composi¢cdo do grdo, onde proteina e
celulose sé@o as principais responsaveis pela absor¢cdo de agua. O processo
promove mudancas no volume e na massa dos graos. A germinacdo ocorre
qguando o grdo absorve certa quantidade de agua, que varia muito de espécie
para espécie. Nesta etapa ocorre o rompimento do pericarpo na regidao do
gérmen e comecam a surgir as chamadas plumulas. Em seguida surge a raiz
primaria e apos algumas horas, o primeiro par de radiculas ja pode ser visto. O
embrido se desenvolve, estabelece-se e entdo surgem as primeiras folhas
(FERREIRA e BORGHETTI, 2004).

Durante as primeiras fases da germinacdo, ocorre o aumento da
atividade enzimatica, principalmente de a e B-amilases, endo-B-glucanase,
dextrinase, proteases e lipases. A atividade hidrolitica € essencial, pois

converte substancias de reserva, principalmente o amido, em acucares
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menores que sao substratos para o processo respiratério do grao (DELCOUR e
HOSENEY, 2010). O aumento da taxa respiratoria do grdo acelera o
metabolismo e a hidrélise do amido, de proteinas e da fracdo lipidica,
reduzindo a matéria-seca (POPINIGIS, 1985).

A a-amilase atua nas ligacbes a-(1-4) tanto de moléculas de amilose
como de amilopectina, gerando maltose, glicose e dextrinas. A B-amilase age
na extremidade nao-redutora de oligo e poli-glucanos, produzindo,
principalmente maltose, mas sua acéo € interrompida nas ligagcbes a-(1-6). A
maltose pode ser convertida em glicose pela maltase e nas dextrinas que
apresentam ligagbes a-(1-6), agem as dextrinases originando oligossacarideos
(TESTER, KARKALAS e QI, 2004).

Na germinacédo, além de energia dos carboidratos, o embrido cresce as
custas de fornecimento de aminoacidos. Ocorre hidrdlise de proteinas de
reservas, gerando fragdes solUveis nitrogenadas, incluindo aminoéacidos livres
que entdo sofrem inter-conversdo para a constituicdo de novos tecidos
vegetais. Essas alteracfes causam mudancas nas concentracfes de proteinas,
nitrogénio soluvel e nitrogénio de aminoacidos livres (JONES, 2005).

Em suma, a germinacdo é uma tecnologia de baixo custo que comeca
com a captacdo de agua da semente e termina na protrusdo da radicula da
planta. A reativacao do metabolismo ocorre durante o processo de germinacao
das sementes, que resulta na hidrélise de carboidratos e de proteinas de
armazenamento para a sintese/acumulacao de metabdlitos com propriedades
promotoras da satde (CACERES et al., 2014).

2.2.1 Germinacéo induzida

A germinacdo induzida em escala laboratorial pode ser realizada por
diversos métodos, porém o0 processo consiste nas mesmas etapas.
Basicamente os graos secos sdo macerados em agua até completa saturacéo,
apo0s o excesso de agua é drenado e as sementes sdo colocadas em
ambientes sob temperatura e umidade controladas para iniciar 0 processo
germinativo (MIRANDA, 1998). As condi¢cOes ideais de germinagdao s&o

definidas de acordo com o objetivo de cada estudo.
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Um estudo realizado por Hefni e Witthoft (2011) utilizou a germinacgéo de
graos de trigo por 48h, em camaras na auséncia de luz, com o objetivo de
aumentar o teor de &cido fdlico na farinha. Ja Ichinose et al. (2001)
examinaram as alteracfes fisicas e enzimaticas relacionadas a qualidade da
panificacdo no trigo danificado durante a germinacdo. No método utilizado, os
graos foram embebidos em agua a 5°C durante a noite e depois mantidas, em
incubadora, a 20°C durante 24 h.

Singkhornart, Edou-Ondo e Ryu (2014) estudaram as propriedades
fisicas e nutricionais de extrusados de trigo integral e germinado. Os grdos de
trigo foram embebidos em &gua destilada numa razao de 1:4 (p/v) durante 6h.
Apés os graos foram colocados em bandejas e germinados a 25°C, realizando
aspersao de agua trés vezes ao dia. O trigo germinado foi retirado apés 3 dias
e seco em estufa a 50°C durante 24h.

Donkor et al. (2012) estabeleceram os efeitos da germinagéo sobre a
sintese de compostos fisiologicamente importantes, como vitamina C,
compostos fendlicos e antioxidantes em variedades de grdos. Os graos foram
submersos em hipoclorito de sédio (NaClO) na proporcédo de 1:5 p/v durante
30min, apés foram lavados e embebidos em agua durante 24h a 17°C. Para a
germinacdo, os graos foram incubados a 98% de umidade relativa e 17°C
durante 5 dias no escuro. Foi realizada aspersao com agua em intervalos de 12
h e arejados manualmente a cada 24h. Apés 5 dias os graos foram lavados

com agua destilada e armazenados a -80°C.

2.2.2 Germinacdao pré-colheita de trigo (PHS)

A germinacdo pré-colheita de trigo (pre-harvest sprouting, PHS) ocorre
devido ao excesso de umidade que os graos absorvem durante as fases que
antecipam a colheita, causada por longos e intensos periodos de chuva
(CUNHA, PIRES e PAZINATO 2004). As alteragbes que ocorrem no gréo
devido a PHS podem alterar sua classificacdo, 0 que acarreta em perdas
econdmicas para produtores e investidores desta cultura.

A PHS afeta ndo somente a producéo de trigo no Brasil, como também,

diferentes regides do mundo como Europa, Estados Unidos, Australia, Nova
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Zelandia, Canadé, Africa do Sul, China, Chile, Jap&o, Ird e Argentina (MARES
e MRVA, 2008; MALAKSHAH et al., 2014). No Brasil atinge principalmente a
regido sul que é responsavel por mais de 80% da producdao triticola (CUNHA,
PIRES e PAZINATO 2004).

Do ponto de vista da fisiologia vegetal, a PHS esta relacionada com a
dorméncia da semente (FERREIRA e BORGUETI, 2004). Esta corresponde a
falta de expressdo da atividade enzimética do grédo envolvida com a
germinacao, com destaque para a a-amilase. Essa enzima pode ser acumulada
nos graos de trigo de quatro formas diferentes: |- pode permanecer retida no
pericarpo depois de produzida na fase inicial de formagdo do gréo; II- é
produzida durante a fase de pré-maturacdo da semente; llI- acumula-se
qgquando ocorre germinacdo na fase de pré-maturacdo fisiolégica antes da
inducdo da dorméncia; e IV- quando ocorre germinacdo ap0s a maturacdo
fisiologica da semente, quebrando a dorméncia (CUNHA, PIRES e PAZINATO,
2004).

Nos grdos secos, embora presente, a a-amilase tem atividade
praticamente nula, causando pouco ou nenhum dano aos graos, mas em
condi¢cBes especificas, a enzima promove hidrélise parcial ou total do amido
(CUNHA, PIRES e PAZINATO, 2004). Durante longos periodos chuvosos antes
da colheita de trigo, a PHS também ativa proteases presentes no trigo. Essas
enzimas hidrolisam ligacbes peptidicas entre os aminoacidos, causando
destruicdo parcial da rede proteica, com consequente aumento da viscosidade,
diminuicdo do tempo de mistura e da estabilidade da massa, promovendo
enfraquecimento da rede de gliten (HALLEN, IBANOGLU e AINSWORTH,
2004).

Embora o intuito da germinacdo seja 0 mesmo tanto para a PHS como
para a germinacao induzida, as alteracdes sofridas diferem na maneira e na
intensidade as quais acontecem. A PHS ocorre de forma natural no campo, ndo
havendo controle do processo e varios fatores podem estar relacionados, como
intensidade da chuva, vento, luz e trocas de temperatura (MARES e MRVA,
2008; OLAERTS et al.,, 2016a). Enquanto que na germinacdo induzida em
laboratorio a auséncia destes fatores ou a substituicdo deles por condicbes

controladas de umidade e temperatura favorecem o desenvolvimento de um
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inicio imediato da germinacdo e homogéneo durante todo o periodo
(CACERES et al., 2014; CORNEJO et al., 2015).

Noda et al. (2003) compararam 0s processos de germinagdo em escala
laboratorial e germinacdo pré-colheita (PHS) e observaram aumento
pronunciado na atividade de a-amilase apdés 4 e 5 dias de germinacdo em
condi¢des controladas. A PHS néo teve controle de temperatura e umidade dos
gréos, assim, os resultados de atividade enzimética foram menos intensos que
os obtidos em escala laboratorial, realizada em grdos de trigo maduros e em
condigbes otimas de germinagao (umidade dos graos = 80% e temperatura de
30°C).

2.3 Alteracdes ocasionadas pela germinacéao

2.3.1 Composicdo quimica e qualidade nutricional (GABA)

O trigo é um cereal amplamente utilizado na producdo de alimentos e
guando germinado ocorrem alteracbes que influenciam suas propriedades. Na
composicdo quimica, ocorre reducdo nos teores de amido, aumento de
acucares e alteracdo na quantidade e nas propriedades das proteinas
(SIMSEK et al., 2014; KERPES et al., 2016; OLAERTS et al., 2016a; OLAERTS
et al., 2016b).

O uso de farinhas de grdos PHS tem sido motivo para pesquisas, pois 0
amido e as proteinas apresentam alteracbes na sua composicdo e
propriedades. Graos germinados apresentam, em geral, acucares mais
facilmente disponiveis para absorcéao pelo intestino, mudancas na composi¢ao
de aminoacidos e aumento dos teores de fibras, proteinas, lipideos e minerais
(CHO e LIM, 2016; XIA et al., 2017).

Segundo Miranda (1998) a composicdo quimica de farinhas de gréos
germinados apresentaram aumento na concentragdo de acucares redutores e
nos teores de proteina, diminui¢do no teor de B-glucanas, no entanto, os teores

de cinzas néo sofreram variacgoes.
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Os teores de proteina, gluten, amido, amido danificado e lipideos, o valor
de sedimentacdo, os aminoacidos livres e a atividade proteolitica diminuiram
em farinhas de trigo germinado e armazenadas por 135 dias, conforme estudo
publicado por Sur et al. (1993). Ja os acucares totais e 0s acidos graxos livres
aumentaram nas farinhas de trigo germinado durante o armazenamento.

Com a germinacdo ocorre aumento da concentracdo de lipideos que
contribuem para o aumento do valor caldrico da farinha e para a diminuicdo da
vida de prateleira, pela maior susceptibilidade a rancidez oxidativa (LORENZ,
1980; MIRANDA, 1998). Quanto ao teor e qualidade das proteinas, no trigo sao
diversos os fatores que interferem na sua concentracdo, como variedade,
adubacdo, sistema de cultivo, solo e clima (TOMIC et al., 2016).

Com a sintese de novos compostos, durante a germinacdo, as
concentracfes de alguns nutrientes inibidores podem diminuir. A concentracéo
de acido fitico diminui, pois este € hidrolisado pela enzima fitase, com maior
atividade na germinacao, liberando fosfato e inositol. Em farinhas de trigo
germinado os teores de proteina, fibra e lipideos aumentam significativamente,
ocorre, ainda, aumento nos teores de taninos e tripsina e no total de
aminoé&cidos. Os minerais também sofrem alteragbes com a germinacéo, ferro
e silicio sofrem aumento e célcio, potassio, manganés, sédio e fdsforo
diminuem (DONKOR et al., 2012).

A germinacédo de trigo pode favorecer o desenvolvimento de compostos
bioativos como 0 GABA. Young et al. (2011) utilizaram processo de tratamento
anaerobico e térmico, combinado com hidratacdo sequencial e germinagéo por
48h a 27°C para obter graos de trigo com alto teor de GABA. Observaram que
a germinacao através da hidratacdo sequencial evitou a perda de componentes
bioativos, resultando no aumento do teor de GABA. O tratamento térmico foi
desejavel para eliminar a ativacéo fisioldgica do trigo. O trigo enriquecido com
altos teores de GABA pode ser utilizado como alimento funcional.

Al-Quraan, Sartawe e Qaryouti (2013) examinaram o composto GABA e
oS genes envolvidos na sua formagcdo (como o gene da glutamato
descarboxilase, GAD) em cinco cultivares de trigo. Os resultados mostraram
aumento acentuado nos niveis de GABA com a germinagdo combinada a

estresse salino e osmético, devido a acentuada expressao génica de GAD.
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Singkhornart, Edou-Ondo e Ryu (2014) observaram que a germinacao
induzida de trigo resultou em diminuicdo do teor de proteina bruta, com
aumento da digestibilidade proteica devido a reducdo de fitato. Verificaram
também aumento de acucares redutores, GABA e arabinoxilano soluvel.

Cornejo et al. (2015) mostraram que a germinacao de arroz é uma forma
natural de melhorar a qualidade nutricional de paes de arroz sem gluten. A
germinacdo durante 48 horas proporcionou ao pao qualidade nutricional
superior com base nos maiores teores de proteinas, lipideos e compostos
bioativos (GABA e polifendis), aumento da atividade antioxidante e reducdo do
teor de acido fitico e do indice glicémico.

A germinagdo promove aumento nas concentragbes de GABA, de
compostos fendlicos totais, vitamina E, y-orizanol e atividade de arroz integral.
As condi¢des 6timas de germinacdo para a acumulacdo de GABA e atividade
antioxidante foram imerséo a 28°C por 24h, seguido por germinacao a 34°C por
96h. Estes grdos germinados com niveis melhorados de compostos bioativos
podem ser usados como estratégias alimentares preventivas no combate a
doencas crbnicas (CORNEJO et al., 2015).

2.3.2 Propriedades fisico-quimicas, reoldgicas e de panificacao

A qualidade do gréo de trigo € o resultado da interacao das condicdes de
cultivo, como interferéncia do solo, clima, pragas, manejo da cultura e das
operacfes de colheita, secagem e armazenamento (COSTA et al., 2008). A
qualidade tecnolodgica do trigo € afetada por diferentes fatores, como teores de
proteina e de amido danificado, tamanho de particulas da farinha e atividade
enzimatica (TORBICA et al., 2016).

O trigo PHS apresenta menores valores para peso do hectolitro ou peso
hectolitrico (PH) e para massa de mil grdos (MMG) ou peso de mil graos
(PMG), pois 0 aumento da atividade enzimatica durante a germinacgéo, acelera
0 metabolismo e promove a perda de matéria seca nos graos afetando também
o rendimento de extrag&o de farinha (MARES e MRVA, 2008).

A acgdo das enzimas torna os grdos mais frageis, reduzindo o gasto

energético para moé-lo, e gerando maior quantidade de farinha de quebra, que
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€ caracterizada por apresentar baixo teor proteico e maior teor de cinzas
(DENDY e DOBRASZCZYK, 2001).

Industrialmente, a alteracdo da atividade enzimatica € detectada pela
analise de numero de queda (NQ), sendo que trigos com valores de 351
segundos (s) séo considerados de baixa atividade enzimatica e os com valores
inferiores a 200s sao de alta atividade enzimatica (BRASIL, 2010). Uma das
causas mais citadas para reducdo de seus valores € a PHS, que normalmente
apresentam NQ inferior a 200s, e sdo em geral destinadas a producao de racéo
animal (MARES; MRVA, 2008). As alteracfes que esses graos apresentam
comprometem o emprego da farinha para a elaboracdo de produtos como
paes, bolos, massas e biscoitos.

Quanto maior a atividade enzimatica do gréo, maior sera a concentracao
de acUcares e de nitrogénio solavel na farinha, interferindo na hidratacdo e
causando alteragcbes nas propriedades reolégicas da massa (DENDY e
DOBRASZCZYK, 2001).

Rakita et al. (2015) verificaram que gréaos de trigo colhidos em anos com
maiores periodos chuvosos apresentaram aumento da atividade de a-amilase
observada pelos menores valores de niumero de queda (NQ) e de C4 (medida
indireta da atividade enzimética por Mixolab). A alta atividade amilolitica
degradou o amido, afetando as propriedades de pasta da farinha com
consequente reducdo na viscosidade da massa observada em analise de
Mixolab e RVA (analisador rapido de viscosidade, ou rapid visco analyser).

Hadnadev et al. (2013) avaliaram as propriedades reoldgicas de farinhas
de trigo afetadas por PHS e observaram aumento da atividade de a-amilase, o
gue causou diminui¢do da viscosidade de pico e do NQ. Porém néo verificaram
diferencas nos valores de indice de glaten, forca de glaten, estabilidade e
tempo de desenvolvimento de massa comparadas a amostra controle.

Lukow e Bushuk (1984) estudaram a germinacédo em laboratério de duas
cultivares de trigo e verificaram que a deterioracédo na qualidade de panificacédo
resultou na diminuigdo da absorcdo de agua e do tempo de desenvolvimento
da massa, e no aumento do indice de tolerancia a mistura, avaliadas pela
farinografia. A diminuicdo gradual da absor¢cdo de agua com a germinacao é

devido a perda da capacidade de ligar agua das proteinas do glaten, a qual



32

causa um aumento esperado na absorcéao devido ao aumento do teor de amido
danificado.

Hareland (2003) investigou os efeitos de um pré-tratamento conhecido
como “perolizagao” (esfoliagdo) de trigo sobre a farinha e a qualidade de
panificacdo, e encontrou que este pré-tratamento no trigo com baixo NQ antes
da moagem aumentou o NQ, o pico de viscosidade e a relacdo P/L da farinha.
A perolizagao néo teve efeito sobre as propriedades de mistura analisadas em
farinégrafo e ndo afetou o volume dos pées. Foi verificado ainda que a farinha
de trigo perolizado conteve menos a-amilase que a farinha de trigo sem pré-
tratamento.

Noda et al. (2004) avaliaram os danos causados pela chuva nas
propriedades do amido em gréos de trigo colhidas no momento ideal e 30 dias
apos. Estes autores ndo constataram diferenca no teor de amilose nem no
tamanho das cadeias de amilopectina. Duas variedades, susceptiveis a PHS,
apresentaram granulos com menor poder de intumescimento e viscosidade. A
quebra de viscosidade foi maior (RVA) e a temperatura de gelatinizacéo
manteve-se igual para todas as amostras estudadas. Os grédos colhidos
tardiamente apresentaram maior digestibilidade em comparacdo com o0s
colhidos na época correta.

Conforme o estudo de Ichinose et al. (2001), a atividade de a-amilase
aumentou de 17 a 21 vezes a medida que os niveis de germinacdo de trigo
aumentaram. Os valores de viscosidade maxima (amilégrafo) diminuiram ao
mesmo tempo que a atividade de a-amilase aumentou na germinagao.

Torbica et al. (2016) caracterizaram 14 linhagens de trigo (Triticum
durum) obtidos de diferentes condi¢Bes climaticas, sendo o trigo obtido de um
ano pouco chuvoso e um segundo ano caracterizado por longos periodos
chuvosos. Quando analisados em Mixolab, os autores observaram diferencas
nas propriedades de mistura e de pasta dos graos de trigo obtidos em ambos
0s anos. No que se refere ao complexo amilase do grédo-amido (parametros C3,
C4 e C5) e, em relacdo a fragdo proteica (C1 e C2) mostraram diferencas
genaotipo dependentes, sem diferencas em relagcdo ao ano de producéao.

Diferentes estudos com aplicacdo de graos germinados e com PHS em
produtos finais, como pdaes ja foram desenvolvidos, indicando limitacdes e

possibilidades. Pé&es produzidos com farinhas de grdos PHS apresentam
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alteracdes na sua estrutura, na retencdo de agua apds o amassamento e
cozimento, na cor do miolo e da crosta, na formacdo da rede de gluten, na
retencdo de gas e no volume (POSNER, 2000). Paes produzidos com farinhas
de graos germinados apresentaram volume reduzido e baixa qualidade global,
mas o0 uso de até 5% de substituicdo por farinhas de grdos germinados,
melhorou o volume do pdo (RANHOTRA, LOEWE e LEHMANN, 1977).

O emprego de grdos germinados foi avaliado na producao de paes tipo
baladi (pao egipcio), visando o enriquecimento com acido félico. Os teores de
acido félico aumentaram de 4 a 5 vezes nas amostras germinadas por 48h. Ao
substituir a farinha de trigo por farinha de trigo germinado, houve aumento da
absorcdo de agua e reducao do tempo de desenvolvimento e da estabilidade
da massa. Constatou-se que a substituicdo de até 50% por farinha de graos
germinados aumentou os teores de acido félico e produziram péaes
sensorialmente aceitaveis (HEFNI e WITTHOFT, 2011).

Graos de trigo com diferentes intensidades de germinag&o nao diferiram
guanto ao teor de cinzas e de proteina em estudo realizado por Beléia e
Grossmann (1990). No entanto, houve reducéo da absorcéo de agua, de 60,2%
(<5% de graos germinados) para 57,4% (> 30% de gréos germinados) e do
pico de viscosidade. Também foi constatado que as massas ficaram menos
estaveis ao trabalho mecéanico, apresentaram maior extensibilidade e menor
resisténcia. As amostras com até 20% de grdos germinados apresentaram
melhora nas caracteristicas reoldgicas e maior volume dos paes. As amostras
com mais de 20% de graos germinados apresentaram miolo Umido, células
muito abertas, crosta mais escura e massa pegajosa.

O efeito da germinacdo sobre o volume especifico de paes difere nos
distintos tipos de trigo (ICHINOSE et al., 2001). Os autores reportaram que com
0 aumento da germinacgao, o trigo duro extra-forte manteve boas propriedades
de massa e elevado volume de péao, apesar de possuir alta atividade de a-
amilase. Ja o trigo forte ndo apresentou reducéo no volume do péo. Os autores
concluiram que a deterioracdo das propriedades de panificacdo durante a
germinacao € devido a decomposicao parcial do gluten. Além da diminuicdo do
tempo de mistura, forca de quebra e retencdo do gas causados principalmente

pelo aumento da atividade de endoproteases.
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O volume dos paes de farinhas de trigo germinado e armazenadas por
135 dias foi menor. Ja as farinhas de trigo germinado, armazenadas por até 45
dias apresentaram boas caracteristicas para fabricagdo de biscoitos e bolos,

mas ndo para paes (SUR et al., 1993).

2.3.3 Ocorréncia de doencas fungicas e de micotoxinas em trigo

A producéao de trigo também é afetada pela contaminacéo por fungos, o
que representa grandes perdas na colheita, e pode ser agravada quando
ocorre molhamento da espiga por no minimo 48h e faixa de temperatura entre
20 a 25°C, favorecendo assim o desenvolvimento de micotoxinas.
Especialmente para os cereais como o trigo, diferentes géneros de Fusarium
spp. séo frequentemente encontrados como contaminantes. Uma doenga muito
comum devido a contaminac¢do flngica no campo é a giberela (SKRBIC et al.,
2012).

A giberela causa perdas significativas de qualidade nos graos, devido a
utilizacdo de nutrientes pelo fungo. Além disso, a partir do ponto de vista de
seguranca da saude do consumidor, a producdo de micotoxinas € um grande
problema, devido a sua resisténcia as temperaturas de processamento dos
alimentos e aos riscos que oferecem para a saude humana e animal (OUILES
et al., 2016; SCHMIDT et al., 2016). A ocorréncia de micotoxinas predomina em
regides de clima tropical e subtropical nas quais a umidade e as altas
temperaturas favorecem o desenvolvimento fangico (SASSAHARA et al,
2003).

Stanciu et al. (2016) e Stanciu et al. (2017) confirmaram que a incidéncia
de micotoxinas em trigo esté relacionada com a localidade e provavelmente
com parametros climaticos. Estes estudos mostraram que o trigo cultivado na
parte central e sudeste da Roménia estava mais contaminado com
desoxinivalenol (DON) e zearalenona (ZEA) do que o trigo das regides
ocidental e meridional, provavelmente devido as condi¢Bes climaticas, como
alta precipitacdo de chuva e baixas temperaturas durante a antese e periodos
de colheita do trigo.

Um estudo realizado por Edwards et al. (2011) indicou que a

concentracdo de DON em fragBes de farinha foi equivalente a do trigo moido,
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com menor concentracdo nas camadas externas (farelo), em trigo de estacéo
caracterizada por chuvas nas fases pré-colheita, o que resultou em movimento
de DON para as camadas internas do grdo devido ao DON ser altamente
soluvel em agua.

Olaerts et al. (2016a), ao inspecionar os graos de trigo colhidos no
momento da maturagdo e 30 dias mais tarde (germinado), observaram
manchas como pontos rosados. Essas marcas jA& eram visiveis nos graos
colhidos inicialmente, mas se tornaram mais abundantes nos graos colhidos
mais tarde. Este fungo patogénico produz enzimas de degradacdo da parede
celular hidrolitica extracelular ndo apenas para a obtencdo de nutrientes, mas
também para a penetracéo e infec¢cdo do hospedeiro. Além das caracteristicas
tipicas desta infeccdo nos graos, a farinha também foi caracterizada por
concentracfes elevadas de DON, na faixa de 200 e 2000ppb nas farinhas
obtidas de trigo na maturacdo e germinado, respectivamente.

Olaerts et al. (2016b) verificaram que o trigo com o maior dano no teor e
na estrutura de proteinas nao foi apenas devido a atividade de peptidases,

como também, causado por uma contaminacao por Fusarium.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Foi utilizado trigo (Triticum aestivum L.), cultivar BRS Marcante com
germinacao pré-colheita no campo (PHS) da safra de 2015 e grdos néo
germinados (NG) da safra de 2013, fornecidos pela Embrapa Trigo, de Passo
Fundo, RS, Brasil. A BRS Marcante € da classe trigo pdo, com grao de textura
dura, é moderadamente suscetivel a germinacdo na espiga e indicada para uso

em panificacdo. Todos o0s reagentes quimicos usados foram de grau analitico.

3.2 Métodos

3.2.1 Delineamento experimental

O experimento foi realizado com 5 tratamentos em trés repeticoes,
totalizando 15 amostras, conforme a Tabela 1. Para a apresentacdo dos

resultados o trabalho foi dividido em trés partes, de acordo com o Quadro 1.

Tabela 1 - Delineamento experimental para avaliar as alteragdes nas propriedades dos gréaos,
das farinhas e dos pédes de trigo ndo germinado (NG) e germinado por germinacdo induzida
(GI) e pré-colheita (PHS)

Variaveis independentes

Tratamentos Variaveis dependentes
Germinacao Tempo (h)
1 NG 0 Avaliacéo dos graos
2 Gl 24 Avaliacéo das farinhas refinadas
3 Gl 48 Avaliacéo dos pées
4 Gl 72
5 PHS -
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Quadro 1 - Forma de diviséo do trabalho e de abordagem para a apresentacdo dos resultados

Parte

Titulo

Variaveis dependentes

Avaliagdo dos gréos

Atividade amilolitica total e de a-amilase
Numero de queda (NQ)

Atividade proteolitica
Massa de mil graos (MMG)
Peso do hectolitro (PH)
Dureza de graos

Andlise de micotoxinas

Avaliagéo das farinhas
refinadas

Rendimento de extracéo

Atividade amilolitica total e de a-amilase
Numero de queda (NQ)

Atividade proteolitica

Composigdo quimica

Cor da farinha

Propriedades reoldgicas

Propriedades de pasta

Propriedades de mistura e de pasta por Mixolab

Extracdo e avaliagdo de GABA

Andlise de micotoxinas

Avaliacédo dos pées

Avaliacao da qualidade fisica dos pées
Textura dos pédes

Cor do miolo

Porosidade do miolo

Caracteristicas tecnoldgicas dos paes

Extracdo e avaliagdo de GABA
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3.2.2 Germinacdao do trigo

O processo de germinacdo induzida do trigo foi realizado conforme
Hung, Hatacher e Barker (2011) com adaptacfes. Os grdos de trigo foram
inicialmente imersos em solucdo de hipoclorito de sddio (4-6% de cloro ativo)
1% (v/v) durante 15min, lavados com agua até pH 7,0, macerados até umidade
de 30% incubados em camaras do tipo BOD por 24, 48 e 72h com 80% de
umidade relativa a 15 e 20°C com intervalos de 12h em cada temperatura
(simulando as condi¢cdes de germinacdo que ocorrem no campo, considerando
a faixa de temperatura na época de colheita do trigo, que € em outubro e
novembro), na auséncia de luz. As amostras foram secas a 40°C em estufa

com circulacéo forcada de ar até 12% de umidade.

3.2.3 Analises dos graos de trigo

3.2.3.1 Obtencéao da farinha integral

A farinha integral (ou trigo moido) necessaria para algumas andlises, foi
obtida a partir da moagem do grao inteiro utilizando moinho de martelos
(Perten, Laboratory Mill 3100, Suécia).

3.2.3.2 Atividade amilolitica total e a-amilase

A determinacao da atividade amilolitica total e da enzima alfa-amilase foi
realizada seguindo a metodologia descrita por Saman, Vazquez e Pandiella
(2008). O extrato enzimatico foi obtido a partir da suspenséo de 1,0g de farinha
em 10mL de solucdo de cloreto de calcio 0,2%, misturado em vortex por 1min,
homogeneizado durante 30 min e centrifugado a 1000xg. A atividade amilolitica
total foi determinada pela incubacdo de 0,5mL do sobrenadante do extrato
enzimatico em substrato composto de solu¢do de amido soluvel 1% em tampéao

acetato 0,05mol.L* (pH 5,0). As amostras foram incubadas a 60°C por 5min,
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seguida de 5min a 90°C, a fim de interromper a reacao. A atividade da enzima
a-amilase seguiu 0 mesmo procedimento da atividade amilolitica total com
modificagdes na temperatura e tempo de incubacdo. A mistura do extrato
enzimatico e substrato foi incubada a 70°C por 15min para inativar as enzimas
B-amilase e a-glucosidase, desta forma tendo atuagao somente da a-amilase, e
em seguida, foi colocada em banho a 90°C para finalizar a reacdo. ApGs cada
reacdo enzimatica, foram coletados 100 pL e adicionados 100uL de DNS
(acido 3,5-dinitrosalicilico), incubados por 5min a 90°C, para a reacao de cor,
1,2mL de agua destilada foi adicionado e a absorbancia foi medida a 540nm.
Uma unidade de atividade amilolitica total e de a-amilase (UA) foi considerada
como a quantidade de enzima necesséria para liberar 1lumol de maltose por

minuto.

3.2.3.3 NUmero de queda

O numero de queda (NQ) ou falling number (FN, Perten Instruments
1800, EUA) do trigo (avaliado na farinha de trigo integral) foi medido de acordo
com o meétodo n° 56-81.03 da AACCI (2010).

3.2.3.4 Atividade proteolitica

O ensaio de protease foi realizado segundo Hajnal et al. (2014), com
algumas modificacBes. O extrato enzimatico foi preparado com 1,0 g de farinha
dissolvido em 5,0mL de tampdo de fosfato de sédio 0,05mol.Lt (pH 7,5),
agitado durante 2h a 16°C e centrifugado a 4000xg durante 20min a 4°C. O
sobrenadante foi utilizado para a andlise de protease. A solucdo substrato foi
preparada com azocaseina (25mg) e dissolvida em 1,0mL do mesmo tampao.
450uL do tampao fosfato de sodio foi adicionado & 50uL de solugdo de
substrato e pré-incubados durante 10min a 37°C. Foi adicionado o extrato
enzimatico (200pL) e a mistura foi incubada durante 30min a 37°C. A reagéo foi
terminada pela adicéo de 0,5mL de TCA (&cido tricloroacético) a 1,5mol.Lt e 0

precipitado foi removido por centrifugacdo a 20000xg durante 10 min a 4°C. Ao
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sobrenadante, foi adicionado 40uL de NaOH (10mol.LY) e a absorbancia foi
lida a 440nm. Uma unidade de atividade proteolitica (UP) corresponde a
quantidade de enzima necesséria para promover a mudanca em uma unidade

de absorbancia por minuto.

3.2.3.5 Massa de mil gréaos

A massa de mil grdos (MMG) foi determinada em contador eletrénico de
sementes (Comp Sanick, ESC 2011, Brasil) contando-se 10 repeticbes de 100
graos cada. Em seguida os grédos de cada repeticdo foram pesados em
balanca eletrénica digital com precisdo de 0,01g e os valores obtidos foram
multiplicados por 10 para resultar na massa de 1000 grdos, de acordo com
Brasil (2009).

3.2.3.6 Massa especifica aparente

A massa especifica aparente foi determinada utilizando balanca (Dalle
Molle, T41, Brasil) de peso hectolitrico (PH) com capacidade de um quarto de
litro, pesagem em balanca eletrénica digital com precisao de 0,019 e conversao
dos valores obtidos, de gramas por um quarto de litro (g Y.L?) para
quilogramas por hectolitro (kg.hL?), de acordo com MAPA (2009).

3.2.3.7 Dureza dos gréos

O indice de dureza (ID) dos graos de trigo ndo germinado e germinados
foi determinado na Embrapa Trigo, pelo método n° 55-31.01 da AACCI (2010),
em equipamento SKCS, Single Kernel Characterization System (sistema de
caracterizacdo individual da semente) e serdo expressos em SKCS. Para
calcular o ID sdo usados os dados do perfil de esmagamento do gréo
modificados para peso, umidade e temperatura. Segundo a AACCI (2010), o

grao de trigo é classificado em diferentes categorias de acordo com o ID: extra
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duro (> 90), muito duro (81-90), duro (65-80), semi-duro (45-64), semi-mole
(35-44), mole (25-34), muito mole (10-24) e extra mole (< 10).

3.2.3.8 Anédlise de micotoxinas

As amostras de trigo através de suas farinhas integral e refinada foram
avaliadas através de cromatografia liquida acoplada a espectometria de
massas quanto as micotoxinas: aflatoxinas (AF) Bi, B2, G1 e Gz, deoxinivalenol
(DON), fumonisina (FB) Bi, ocratoxina (OTA) A e zearalenona (ZEA).

A extragdo das micotoxinas foi realizada de acordo com o método
proposto por Herebian et al. (2009). Dissolveram-se 250mg de amostra em
950uL de solvente de extracdo (acetonitrila/agua/acido acético, 79:20:1 v/viv).
As amostras foram agitadas em vortex durante 15s e em agitador rotativo
durante 90 min, seguido de centrifugacdo a 500xg por 3min (Eppendorf, 5430
R, Brasil). Do sobrenadante foram retirados 300uL e transferidos para frascos
de vidro. As diluicbes, quando realizadas, foram de 5:1 v/iv com 0 mesmo
solvente de extracdo. Os extratos foram filtrados através de membrana de
nylon 0,45 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, EUA) e injetados no cromatografo.

A andlise por LC-MS foi realizada em um cromatégrafo liquido (UFLC,
Shimadzu, Japao) acoplado a um espectrdbmetro de massas de alta resolucao
do tipo quadrupolo-tempo de voo (Maxis Impact, Bruker Daltonics, Bremen,
Alemanha). Para a separacao cromatografica foi utilizada a coluna Shim-pack
XR — ODS (75mm x 2,0mm; 2,2um). As fases moveis foram: agua acidificada
com acido férmico 0,1% v/v (eluente A) e acetonitrila acidificada com &cido
formico 0.1% v/v (eluente B). Para separacao foi utilizado um gradiente:
0,00min-10% B, 0,01-2,00min, 10% B, 2,00-7,00min, 50% B, 7,00-22,00min,
100% B, 22,00-25,00min., 100% de B, 25,00-27,00min, 10% B, permanecendo
por 3 minutos nessa condicédo. O fluxo foi de 0,2 mL.min! e a temperatura da
coluna foi mantida a 40°C.

O espectrometro de massas foi operado no modo ESI positivo, com
espectros adquiridos ao longo de uma faixa de massa de m/z 50 a 1200. Os
parametros de aquisi¢cdo foram: voltagem do capilar em 4kV, pressdo do gas

de nebulizacdo (N2) de 2bar, gas de secagem em 8L.min, temperatura da
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fonte de 180°C, colisdo de RF de 150Vpp; transfer 70mS e armazenamento
pré-pulso de 5mS. O equipamento foi calibrado com formiato de sédio 10mM,
cobrindo toda a faixa de aquisicdo (de m/z 50 até 1200). Além disso,
experimentos automaticos de MS/MS foram realizadas ajustando os valores de
energia de colisdo como se segue: m/z 100, 15eV; m/z 500, 35eV; m/z 1000,
50eV, e usando nitrogénio como gas de coliséo.

As micotoxinas foram identificadas de acordo com seus espectros de
massa e padrbes de fragmentacdo e quantificados com base nas curvas de
calibracdo dos padrbes, incluindo aflatoxinas (AF) Bi, B2, Gi1 e G2,
deoxinivalenol (DON), fumonisina (FB) Bi, ocratoxina (OTA) A e zearalenona
(ZEA).

3.2.4 Avaliagao das farinhas refinadas de trigo

3.2.4.1 Obtencéo da farinha refinada e taxa de extracédo de farinha

Os graos de trigo foram pesados, condicionados para 15% de umidade e
apos 24 h moidos em moinho experimental (Chopin, Moulin CD1, Franca),
seguindo método n°® 26-10.02 da AACCI (2010). O rendimento ou taxa de
extracdo de farinha foi calculado com base na massa inicial de gréos e

expresso em porcentagem.

3.2.4.2 Atividade amilolitica total e a-amilase

A determinagcdo da atividade amilolitica e da enzima a-amilase da

farinha de trigo refinada foi realizada conforme item 3.2.3.2.
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3.2.4.3 Numero de queda

O numero de queda da farinha de trigo refinada foi realizado conforme
item 3.2.3.3.

3.2.4.4 Atividade proteolitica

A atividade de endopeptidases da farinha de trigo refinada foi

determinada conforme item 3.2.3.4.

3.2.4.5 Composicado quimica, amido danificado e gluten

Na composi¢éo quimica da farinha de trigo, os teores de umidade, cinza,
lipideos e proteina bruta, foram analisados seguindo os métodos oficiais da
AACCI (2010), 44-15.02, 08-12.01, 30-25.01 e 46-13.01, respectivamente. Os
teores de amido danificado e de gluten foram determinados de acordo com 0s
métodos 76-33.01 e 38-12.02, respectivamente, segundo AACCI (2010).

3.2.4.6 Cor dafarinha

A avaliacdo da cor das farinhas foi realizada em colorimetro (modelo
Chromo Meter CR 400, marca Minolta, Japao), acoplado a processador DP-
100, com iluminante D65 e angulo de 10°. Foi utilizado sistema de avaliacao
CIE (Commission Internationale de I'Eclairage, ou Comissao Internacional de
lluminagdo), com parametros de cor: L*, a* e b* onde L* corresponde a
luminosidade do mais claro (100) ao mais escuro (0); a* e b* sdo coordenadas
de cromaticidade: a* corresponde a variacdo de cor de verde (a-) a vermelho

(at); b* corresponde a variacéo de cor de azul (b-) a amarelo (b+).
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3.2.4.7 Propriedades reolégicas

As propriedades reol6gicas das farinhas de trigo foram analisadas
através dos testes de alveografia, farinografia de acordo com os métodos n°
54-30.02 e 54-21.02, respectivamente, da AACCI (2010).

O comportamento viscoeldstico das farinhas foi determinado em
alveégrafo (Chopin, modelo NG, Franca). As variaveis avaliadas foram forca de
glaten (W), tenacidade (P), extensibilidade da massa (L), relacdo de
tenacidade/extensibilidade (P/L) e indice de elasticidade (le).

As propriedades de mistura da farinha foram determinadas pelo uso de
50g de farinha de trigo em farindgrafo (Brabender, Typ 820600, Alemanha) e 0s
parametros avaliados foram absorcdo de &gua (AA), tempo de
desenvolvimento da massa (TDM), estabilidade (EST) e indice de tolerancia a
mistura (ITM).

3.2.4.8 Propriedades de pasta

As propriedades de pasta ou viscoamilogréficas das farinhas refinadas
foram determinadas em analisador rapido de viscosidade (RVA-4, Newport
Scientific, Australia) de acordo com o método n°® 76-21.01 da AACCI (2010).
Foram avaliadas, temperatura de pasta (TP), pico de viscosidade (PV), quebra,
viscosidade final (VF) e tendéncia a retrogradacdo. A curva de viscosidade
tipica do RVA é mostrada na Figura 4.

As propriedades de pasta das farinhas, também, foram avaliadas
substituindo a agua adicionada por uma solucao de nitrato de prata (AgNO3)
100 umol por grama de farinha antes de iniciar o aguecimento, visando inibir a
atividade enzimatica de a-amilase durante a analise de RVA, conforme descrito

por Paraginski, et al. (2014).
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Figura 4 - Curva tipica de viscosidade do RVA (adaptado de Newport Scientific 2001)

3.2.4.9 Propriedades de mistura e de pasta por Mixolab

As medi¢Bes foram realizadas de acordo com o método n° 54-60.01 da
AACCI (2010). Os parametros considerados foram absorcdo de agua, tempo
de desenvolvimento e estabilidade de massa, forca necessaria para atingir 1,1
Nm (C1), enfraguecimento de proteina (C2), gelatinizacdo do amido (C3),
atividade enzimética (C4) e retrogradacdo de amido (C5) foram determinadas
por Mixolab (Chopin, Tripette et Renaud, Franca).

O protocolo Chopin (+) foi aplicado para estudar tanto a mistura como o0s
comportamentos de pasta. Este protocolo determina a absorcdo de agua da
farinha pela dosagem de agua até que a massa seja capaz de alcancar o
maximo de consisténcia. A consisténcia maxima é igual a 1,1+/-0,05Nm é
equivalente a 500 unidades farinograficas (UF). A Figura 5 apresenta uma

curva tipica de Mixolab e suas variaveis.
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Curva tipica do Mixolab
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Figura 5 - Curva tipica de Mixolab e parametros analisados a partir da amostra padrao
(adaptado de Schmiele et al., 2016)

3.2.4.10 Extracgao e avaliagdo de GABA

O GABA foi extraido de 1g de amostra e adicionado de 5mL de metanol
90% (v/v). A mistura foi homogeneizada em vortex por 10min, sonicada por
15min a temperatura ambiente e centrifugada a 2500xg por 10min (Eppendorf,
5430 R, Brasil). O sobrenadante foi coletado e o residuo re-extraido duas
vezes sob as mesmas condicoes.

Os sobrenadantes foram misturados (resultando em 15mL de extrato),
filtrados em filtro de seringa de nylon de 0,22um (Chalermchaiwat et al., 2015)
e 10mL de extrato foram injetados em sistema LC/MS em cromatografo liquido
ultra rapido (UFLC, Shimadzu, Japéo), equipado com desgaseificador on line,
bomba binaria, detector por arranjo de diodos (DAD), amostrador automatico,
espectrometro de massas de alta resolucdo do tipo quadrupolo-tempo de voo
(Maxis Impact, Bruker Daltonics, Alemanha) com fonte de ionizacdo por
electrospray.

Para a separagdo cromatografica foi utilizada coluna Diamond Hydride
(200mm x 2,1mm; 2,2um) (Microsolv Technology Corporation, EUA). O sistema
de eluicao utilizado baseou-se em gradiente linear, utilizando como fase movel,
as solucdes A (solucdo aquosa de acetato de amoénia 0,1mM) e B (solucéo

mista de acetonitrila:agua ultra pura 95:5 em acetato de amdnia 0,1mM).
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A fase movel inicial foi 100% solucdo A, que foi aumentada de forma
linear para 5% de solucdo B em 6min. A partir dos 6min o gradiente foi
aumentado para 90% de B e mantido constante até 10min. A fase movel foi
entdo reiniciada para 100% de A em 12min para a injecao seguinte (Eckstein et
al., 2008). O fluxo foi de 0,2mL.min! e o forno da coluna foi mantido a 40°C. O
espectrometro de massas foi operado no modo ESI positivo, com espectros
adquiridos ao longo de uma faixa de massa de m/z 50 a 1200.

O equipamento foi calibrado com formiato de sddio 10mM, cobrindo toda
a faixa de aquisicdo. A identificacdo do composto foi realizada através do
software Data Analysis a partir da relagdo massa carga (m/z), levando em
consideracao a adicdo de um préton na molécula. O ion monitorado foi [M+H]*
m/z 104.0706.

Para a quantificacdo foi preparada curva de calibracdo com padréao
externo de GABA (Sigma Aldrich, 97% de pureza) na faixa de concentracao de
7 a 1000 ng.mL. O software QuantAnalysis foi utilizado para o processamento
das curvas de calibracdo e dos dados de quantificacdo. Os resultados foram

expressos em pg g

3.2.4.11 Anélise de micotoxinas

A anadlise de micotoxinas da farinha de trigo refinada foi realizada
conforme item 3.2.3.8.

3.2.5 Panificacdo e avaliacdo das caracteristicas de qualidade dos paes

A panificagdo experimental das farinhas refinadas de trigos né&o
germinados e germinados foi realizada seguindo metodologia descrita por Oro
(2013). A formulagao consistiu basicamente de farinha de trigo (100%), gordura
vegetal hidrogenada (3%), sal refinado (1,75%), acido ascoérbico (0,009%),
acucar (5%), levedura (3%) e agua a 4°C, com base na absorcdo de agua

obtido na analise de farinografia.
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A mistura foi realizada na amassadeira de 50g do farindgrafo (mantendo
temperatura constante a 30°C). Inicialmente foram misturados os ingredientes
por 2min, em seguida foi adicionada a &gua destilada até a massa atingir
consisténcia maxima de 650 (x 20) UF. O tempo utilizado para o
desenvolvimento da massa foi de 6 minutos. Apos 0 amassamento, a massa foi
dividida em duas fragbes de 35,09 e levada a fermentagdo em camara de
descanso (Gelopar, Brasil) sob temperatura de 30°C umidade relativa de 80%
durante 40min.

O assamento dos paes foi realizado em forno elétrico (Fischer, Brasil) a
150°C durante 13 mi. Os paes foram arrefecidos a temperatura ambiente e

apos uma hora, as andlises foram realizadas.

3.2.5.1 Avaliacdo da qualidade fisica dos pées

Os paes e foram avaliados fisicamente através do volume, pelo método
de deslocamento de sementes de painco, de acordo com o método 10-05.01
da AACC (2010), e do peso, verificado em balanca, e desta forma foi possivel
calcular o volume especifico, obtido através da razdo entre volume e peso,
expresso em mL.g1, e da umidade pelo método 44-15.02 (AACC, 2010).

3.2.5.2 Textura dos péaes

A determinacdo da textura foi avaliada quanto a sua firmeza em
texturometro (TA.XT.160, Stable Micro Systems, Inglaterra) equipado com o
software Expoente 32. Os péaes foram cortados a 25mm de espessura e 0
tamanho das fatias foi de 25mm de largura x 25mm de comprimento com
remocéao da crosta. Utilizou-se um probe cilindrico de aluminio P/36R (um raio
de 36mm), a velocidade de 10,0mm.s! e resisténcia a compressado de 40%,
seguindo o método n°® 74-10.02 da AACCI (2010). A medicao foi realizada 4h

apos o assamento dos paes (temperatura ambiente).
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3.2.5.3 Cor do miolo

A cor do miolo dos péaes foi determinada conforme item 3.2.3.4.

3.2.5.4 Caracteristicas tecnolégicas dos paes

Os péaes foram avaliados segundo o método de El-Dash (1978), onde o
volume especifico (VE) € multiplicado por 3,33 para resultar no volume maximo
de 20 pontos para pao com VE de 6mL.gt. A pontuagdo com valor maximo de
100 pontos é dividida nos parametros: volume com 20 pontos; caracteristicas
externas com 20 pontos, sendo distribuidos em cor da crosta (10 pontos),
guebra (5 pontos) e simetria (5 pontos); caracteristicas internas com 20 pontos,
sendo consideradas caracteristicas da crosta (5 pontos), cor do miolo (10
pontos), estrutura da célula do miolo (10 pontos) e textura do miolo (10 pontos);
e aroma e gosto com 25 pontos, sendo aroma (10 pontos) e gosto (15 pontos),

conforme Anexo A.

3.2.5.5 Extracao e avaliacdo de GABA

Antes da andlise, os pdes foram congelados em ultrafreezer (ColdLab,
CL200-86V, Brasil) a -81°C por 18h e liofilizados (Terroni equipamentos
cientificos, LS 3000, Brasil). As amostras foram armazenadas em sacos de
polietileno, sob temperatura de 16+1°C até o momento da analise. Apds, a
extracdo e a avaliacdo de GABA dos péaes foram realizadas conforme item
3.2.3.10.

3.2.6 Anéalise estatistica

Os dados foram analisados quanto a sua normalidade, submetidos a

analise de variancia (ANOVA) e comparados pelo teste de Tukey e teste t a 5%

de significancia.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito da germinacdo nos graos de trigo

4.1.1 Atividade enzimatica

A germinacao ativa principalmente a sintese de enzimas amiloliticas que
atuam na degradagao de amido, sendo a a-amilase a principal enzima ativada
e responsavel pela hidrolise do amido (ICHINOSE et al, 2001; RAKITA et al,
2015). A Tabela 2 apresenta a atividade enzimatica dos grdos de trigo,

analisada nas farinhas integrais, nos diferentes tratamentos.

Tabela 2 - Atividade enzimética dos gréos de trigo, analisada na farinha integral
Germinado

24 h 48 h 72 h Pré-colheita

Parametro N&o germinado

Atividade
amilolitica total 58,36 +1,12¢ 62,87 +0,69¢ 70,88+2,08° 77,10+1,192 69,99 +1,12°
(UA.g)

Atividade de a-

. 4y 25,83+0,57c 26,06 +0,60¢ 27,01+0,20°¢ 28,59 +0,78% 27,45+ 0,413
amilase (UA.gY)

2'3;2‘:?5‘;6 390 + 32 271+ 1° 132 + 2¢ 78 + 2d 134 + 1¢
Atividade

proteolitica 096+025% 075+0192 084+0292 136+0512 123+0,112
(UP.100g™)

* Médias aritméticas simples + desvio padrdo seguidas por letras iguais na mesma linha ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de significAncia. As determinacdes
analiticas foram realizadas em triplicata, com excec¢do do nimero de queda que foi realizado
em duplicata. As atividades amilolitica, de a-amilase e proteolitica sdo expressas em relacdo a
matéria seca (% b.s.).

A amostra PHS obtida sob condi¢des naturais, sem controle de

temperatura, umidade, luminosidade, condicbes de cultivo e solo na
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germinacao, apresentou resultados iguais ou semelhantes as amostras Gl24 e
Gl48 quanto a atividade enzimatica. A medida que aumentou o tempo de
germinacao do trigo (48 e 72h), aumentou a atividade das enzimas amiloliticas
(incluindo a-amilase) e, consequentemente, diminuiu 0 NQ dessas amostras.

O tempo de 24 horas de germinacao induzida (GI24) causou moderado
aumento da atividade amilolitica total e de a-amilase, porém néo significativo (p
< 0,05) em a-amilase isolada, no entanto, houve diminuigdo do NQ. Segundo
Mares e Mrva (2008) até mesmo pequenas quantidades de enzimas amilases
sdo capazes de causar grande reducdo na viscosidade dos amidos e desta
forma diminuir o NQ.

A farinha integral G172 apresentou a maior atividade amilolitica total e
menor NQ confirmando a hidrélise das cadeias de amido com o aumento dos
tempos de germinacdo. A a-amilase presente nos graos de trigo em condicdes
especificas, como na germinacao pré-colheita, € ativada e é capaz de causar
graves danos as farinhas. Essa enzima promove hidrdlise parcial ou total do
amido na geracdo de energia para a planta em formacdo (CUNHA, PIRES e
PAZINATO, 2004).

Por outro lado, a germinagao ndo promoveu ativacédo de proteases, nem
nas farinhas Gl24, Gl48 e G172, nem na farinha PHS, ou seja, ndo apresentou
diferencas significativas da farinha NG. Resultados semelhantes foram
relatados por Ichinose et al. (2001), em gue a germinacdo ndo afetou a
atividade de endo-proteases que néo diferiu para trigo germinado por até 4 dias
(96h).

4.1.2 Propriedades fisicas

A massa de mil grdos (MMG) diminuiu nas amostras GI24 e PHS
(Tabela 3). A MMG ¢é afetada pelas condicdes de luminosidade, umidade e
temperatura durante a maturacdo no campo (GUTKOSKI et al., 2008).
Geralmente os grdos germinados tendem a apresentar menores valores de
MMG devido a perda de matéria seca resultante da degradacao de reservas.

Para o peso do hectolitro (PH), os gréos de trigo Gl48 e GI72 exibiram

0s menores valores conforme apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3 - Propriedades fisicas dos graos de trigo

. Germinado

Parametro Nao
germinado 24 h 48 h 72 h Pré-colheita

MMG (g) 36,60 £ 0,942 34,69+0,99® 35,35+0,63%° 35,67+ 1,09% 35,11 +0,97°
PH (kg. hL'Y) 76,95 + 0,522 76,09 + 0,292® 74,73 +0,28° 75,51 +1,21° 77,19 + 0,302

ID 67,40 £1,20° 73,89+0,212 66,33+0,24° 69,89 +2,76> 66,76 + 0,16°

* Médias aritméticas simples + desvio padrdo seguidas por letras iguais na mesma linha nédo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de significAncia. MMG: massa de mil gréos;
PH: peso do hectolitro; ID: indice de dureza. As determinacdes analiticas foram realizadas em
10 replicatas para MMG e em triplicata para PH e ID.

No Brasil, a tipificacao do trigo destinado a moagem e outras finalidades,
considera a porcentagem de matérias estranhas e impurezas, o PH (MEA) e a
porcentagem de defeitos e, de acordo com os valores para estes parametros, o
trigo pode ser enquadrado em tipo I, Il e lll de acordo com a IN n° 38 (BRASIL,
2010), atualizada pela IN n°® 23 (MAPA, 2016). Assim, levando em conta
somente o PH, as amostras NG, Gl24, GI72 e PHS foram enquadradas como
tipo Il (275kg.hL?) e a amostra G148, como tipo Il (270kg.hL™1).

Segundo Mares e Mrva (2008) o aumento da atividade enzimatica
estimulada durante a germinacdo pré-colheita acelera o metabolismo e
promove a perda de matéria seca nos gréos. As vezes a reducdo na matéria-
seca ndo pode ser constatada no PH, porém alteracdes devido a atividade
enzimatica sdo capazes de provocar reducbes nos valores de numero de
queda (NQ). Isso explica o fato de que mesmo tendo sofrido danos causados
pela chuva e tendo NQ menores que 200s, algumas amostras apresentaram
PH acima de 72kg.hl'* que é o minimo estabelecido pela IN n° 38 (MAPA,
2010).

A agua é essencial na vida da planta, mas em quantidades elevadas,
principalmente quando ocorrem chuvas excessivas na fase de pré-colheita,
afeta negativamente o rendimento de gréaos, podendo diminuir a MMG e a PH
(GUARIENTI et al., 2005).

Quanto a dureza, avaliada em SKCS, os graos de trigo apresentaram
indices que variaram de 66,33 a 73,89, sendo assim classificados como gréos
duros, de acordo com a AACCI (2010). Pomeraz e Williams (1990) relataram
que a textura do trigo é afetada, principalmente, pelos teores de amido e de

proteina do endosperma e sua ordenacéo. A dureza ou o grau de resisténcia a
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deformacdo € um parametro fisico definido por fatores genéticos
(GREFFEUILLE et al., 2007).

A dureza é um aspecto muito importante a ser considerado no processo
de moagem do grédo, pois é determinante das caracteristicas de qualidade.
Tem efeito subsequente em fatores como condicionamento do grédo antes da
moagem, tamanho da particula da farinha, quantidade de amido, absorcéo de
agua e razao de extracdo durante a moagem (HOSENEY, 1991).

De acordo com Léon (2007) o trigo duro, como a cultivar usada neste
estudo (BRS Marcante), produz farinha com maior granulometria e de aspecto
arenoso, composta de particulas de forma regular, geralmente € indicado para
a producdo de paes, pois define farinhas caracterizadas com alto teor de

proteina e qualidade de glaten desejavel.

4.2 Efeito da germinacéao de trigo na farinha refinada

4.2.1 Atividade enzimética e rendimento de extracao

A germinacédo do trigo, tanto induzida como PHS, aumentou a atividade
das enzimas amiloliticas das amostras (Tabela 4).

De acordo com Delcour e Hoseney (2010), as enzimas amilases estao
distribuidas por toda a planta de trigo, mas principalmente no gérmen e
pericarpo dos grdos e, na presenca de agua, migram para regifes ricas em
amido, proteinas e lipideos, em que dao inicio a processos hidroliticos para a
geracao de energia para a planta em formacéao.

As atividades enzimaticas observadas na Tabela 4 (farinha refinada) séo
menores aos da Tabela 3 (farinha integral). Uma vez que a farinha integral é
composta pelos constituintes do grao de sua forma integra (gérmen, pericarpo
e endosperma) e a farinha refinada apresenta principalmente endosperma,
desta forma ha menor disponibilidade de enzimas e substrato e assim a

atividade enzimatica € menor.
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Tabela 4 - Atividade enzimatica e taxa de extracdo da farinha refinada
Germinado

24 h 48 h 72 h Pré-colheita

Pardmetro  N&o germinado

Atividade
amilolitica 29,49+0,91¢ 30,88+1,77¢ 3593+1,17° 39,52+1,172 32,13+0,78¢
total (UA.g1)

Atividade de
a-amilase 12,62 £ 0,37¢ 13,23 +0,19¢ 15,78+0,09> 17,52+0,112 13,84 +0,18¢
(UA.gh)

NUmero de
queda (s)

Atividade
proteolitica 0,31 +0,032 1,33+1,062 0,99+0,222 1,71+0,942 1,11+0,672
(UP.100g?)

Extracéo de
farinha (%)

452 + 62 346 + 4> 153+ 0° 108 + 44 160 * 4¢

72,0+ 2,42 72,1+0,22 70,9 + 0,720 68,1 + 0,4°¢ 65,1+ 1,8°

* Médias aritméticas simples + desvio padrdo seguidas por letras iguais na mesma linha néo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de significAncia. As determinacdes
analiticas foram realizadas em triplicata, com excec¢do do nimero de queda que foi realizado
em duplicata. As atividades amilolitica, de a-amilase e proteolitica sdo expressas em relagdo a
matéria seca (% b.s.).

O tempo de 24h de germinacdo (GIl24) nao foi suficiente para causar a
ativacdo das enzimas amiloliticas totais, porém foi observado moderado
aumento na atividade de a-amilase, confirmado pela diminuicdo no NQ desta
amostra. A farinha PHS apresentou comportamento diferente. Embora tenha
mostrado atividade amilolitica total igual estatisticamente a farinha NG, houve
aumento da atividade de a-amilase que resultou na diminuicdo do NQ,
confirmando a hidrdlise das cadeias de amido. A atividade de enzimas a-
amilase nos graos de trigo antes da colheita pode ocorrer devido a presenca de
microrganismos capazes de dar inicio aos processos enzimaticos (OLAERTS
et al.,2016a) ou por quebra de dorméncia do grdo que pode ocorrer por choque
de temperatura durante a fase de enchimento do gréo.

Noda et al. (2003), ao comparar 0os processos de germinacdo em escala
laboratorial e germinacdo pré-colheita, observaram aumento pronunciado na
atividade de a-amilase apés 4 e 5 dias de germinagdo. A germinacao pré-
colheita no campo nédo tem controle de temperatura e umidade dos graos.
Assim, os resultados de atividade enzimatica foram menos intensos que 0s
obtidos em escala laboratorial, realizada em grdos de trigo sadios e em
condi¢des otimas de germinacao (umidade dos grédos =80% e temperatura de

30°C), com inicio de germinacdo homogéneo e imediato. Alteragfes estas, que
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foram maiores do que no presente trabalho, no qual o maior tempo de
germinacao foi de 3 dias (72h).

Assim como na farinha integral, na farinha refinada também né&o foi
observado aumento da atividade de proteases nas amostras estudadas (NG,
Gl24, G148, GI72 e PHS).

A germinacgao causa degradacao dos constituintes de reserva dos graos,
com isso ocorre reducéo da taxa de extracdo (menor rendimento de farinha). A
germinacao induzida por 72h (GI72) apresentou diminuicdo do rendimento de
extracdo, 0 mesmo comportamento foi observado na amostra PHS. A
germinacao pré-colheita tem como principal consequéncia a perda quantitativa
de rendimento e causa prejuizos na qualidade da farinha (MCKIE e
MCCLEARY, 2015). A germinacao induzida por 24h e 48h (Gl24 e Gl48) ndo
produziram efeito sobre a taxa de extracao de farinha (Tabela 4).

Se considerarmos a dureza dos graos (Tabela 3), pode-se perceber que
h& relacdo entre com os valores obtidos para o rendimento de extracdo das
farinhas, onde as farinhas com os maiores indices de dureza também foram

aguelas com os maiores rendimentos de extracao.

4.2.2 Composicao quimica

Os resultados da composi¢cdo quimica estdo apresentados na Tabela 5.
Em todas as farinhas refinadas (NG, Gl24, Gl48, GI72 e PHS), a umidade
apresentou valores proximos a 15%, obedecendo ao valor maximo de umidade
permitido para farinha de trigo pela legislacdo vigente (MAPA, 2005), que é de
15%. O teor de umidade de farinhas deve ser controlado, pois este parametro é
um dos principais fatores de aceleracdo de reacdes quimicas em alimentos,
provocando alteragbes nas caracteristicas nutricionais, sensoriais e
tecnolégicas (FARONI et al., 2002).

O teor de cinzas nao sofreu alteragdo na amostra PHS, nem nas
amostras com germinacao induzida. O tempo de germinagdo por 24h néo foi
suficiente para causar alteragbes na composicao quimica da farinha Gl24. A
germinacao proporcionou aumento no teor de lipideos das farinhas G148, GI72

e PHS. Quanto ao teor de proteina, apenas a farinha PHS apresentou
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resultado diferente, sendo observado valor de 14,38, enquanto que as demais
apresentaram teores préoximos a 11%, um aumento de 20,8%. Contudo, esse
aumento pode ser devido a perda de peso seco, consequéncia da maior

degradacédo do amido observada nos resultados de MMG e PH.

Tabela 5 - Composigdo quimica, teor de amido danificado e de gluten da farinha refinada

R N3o Germinado

Parametro inad _ i
germinado 24 h 48 h 72 h Pré-colheita

Umidade (%) 14,85+ 0,10®° 15,11+ 0,122 14,43+ 0,11° 14,65 + 0,07° 14,42 + 0,07°

Cinzas (%) 0,52 +0,03% 0,49 + 0,02% 0,49 + 0,012> 0,47 +0,01> 0,58 + 0,032

Lipideos (%) 0,72+0,03¢ 0,71+0,02¢ 0,79+0,03" 0,78+0,02° 0,99 + 0,012

1 0,

Ergtg';‘)a bruta (% 17 49 +0,23> 11,53 + 0,296 11,04 + 0,20 11,26 + 027> 14.38 + 0,212

g/om)'do danificado 534 004 364+0,09% 306+001c 2,66+0,120 339+ 0,145

indice de glaten 100 £ 02 100 £ 02 99 + 12 100 £ 12 93+ 3

Glaten umido (%) 25,47 +1,11%¢ 27,07 + 0,85¢ 29,38 + 1,117 24,05+ 1,249 41,98 + 0,452
Gluten seco (%) 9,39+0,37¢ 9,69+0,26° 10,59 +0,22° 9,96 £+ 0,34 14,75+ 0,242

* Médias aritméticas simples + desvio padrdo seguidas por letras iguais na mesma linha nédo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de significAncia. As determinacdes
analiticas umidade, cinzas, lipideos e proteina bruta foram realizadas em triplicata, e amido
danificado, indice de gluten, glaten imido e glaten seco em duplicata. Os teores de umidade e
de glaten Uumido sdo expressos em base de matéria Umida (% b.u.), os teores de cinzas,
lipideos, proteina bruta e gliten seco sdo expressos em base de matéria seca (% b.s.).

Quanto aos teores de amido danificado, embora tenham apresentado
diferenca significativa (p < 0,05) nas amostras avaliadas (Tabela 5), essa
variacdo ndo pode ser atribuida ao processo de germinagdo, uma vez que a
farinha NG apresentou valor superior de amido danificado comparada a farinha
com o maior tempo de germinacgao (GI72). O amido pode ter sido danificado
por acdo mecanica devido ao processo de moagem.

Se considerar os resultados de ID (Tabela 2), pode ser observada
relacdo entre os resultados, onde a amostra com o maior ID, também foi aquela
que apresentou o maior percentual de amido danificado. A medida que o
endosperma é reduzido em particulas menores durante a moagem do grdo de
trigo, alguns granulos de amido séo danificados mecanicamente, influenciando
nas caracteristicas da farinha. Durante a moagem do trigo, uma pequena
proporcdo (5-8%) de granulos de amido da farinha é fisicamente danificada
(GUTKOSKI et al., 2007).
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Os valores de indice de glaten, gliten umido e gluten seco da farinha
PHS (Tabela 5) diferiram significativamente das demais farinhas (NG, Gl24,
Gl48 e GI72). A farinha PHS, apesar de ser aguela que apresentou maior teor
de proteina, também foi aquela que exibiu maior teor de glaten umido e menor
indice de glaten que indicam baixa qualidade tecnologica (ICHINOSE et al.,
2001).

A ativagao das enzimas, durante a germinacédo faz com que parte das
proteinas insolliveis sejam translocadas em solUveis o que causa diminuicdo
da qualidade tecnolégica das farinhas para panificacdo (ARTE et al., 2015). A
degradacdo do glaten durante a germinagdo ocorre, primeiramente, como
resultado da hidrélise das ligacdes peptidicas, seguida da ruptura de ligacdes
secundarias, como ibnicas, de hidrogénio e hidrofébicas, conhecidas por
contribuirem para a estrutura fisica do gluten (DELCOUR e HOSENEY, 2010).
Neste sentido parece que com a hidrdlise das ligac6es peptidicas, as proteinas
deixam o amido menos aderido a rede proteica, facilitando a extracdo da
farinha.

Essa alteracdo vai ao encontro dos estudos de Ichinose et al. (2001) que
observaram diminuicdo dos valores de sedimentacdo com o aumento dos
niveis de germinacdo e, mesmo sem identificar atividade de proteases,
perceberam diferencas na qualidade do glaten. Resultados semelhantes
também foram relatados por Hadnadev et al. (2013), em que o trigo mais
afetado com a germinacdo pré-colheita apresentou os menores indices de

glaten e os maiores teores de gliten imido.

4.2.3 Caracteristicas de cor

A cor das farinhas refinadas NG, Gls e PHS esta apresentada na Tabela
6. Os resultados de luminosidade (L*) mostraram valores mais elevados para a
farinha NG, sendo esta a farinha mais clara, ja a farinha PHS, teve o menor
valor (89,4) correspondendo a farinha mais escura. A germinacgdo induzida

causou diminuicdo da L*, que foi mais intensa na farinha Gl24.
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Tabela 6 - Parametros de cor da farinha refinada de trigo

R . _ Germinado
Parametro de cor N&o germinado i
24 h 48 h 72h Pré-colheita
L* 92,57 £ 0,04 91,52 +0,02¢ 92,04 + 0,01° 92,12 + 0,00 89,45 + 0,01¢
a* 0,46 £0,01¢ 0,90 +0,00°> 0,69+0,02¢ 0,65+0,00° 1,28+ 0,022
b* 8,90 £0,00¢ 9,17 +£0,02¢ 9,40+ 0,05¢ 9,58 +0,01° 10,22 + 0,022

* Médias aritméticas simples + desvio padrdo seguidas por letras iguais na mesma linha nédo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de significAncia. As determinacfes
analiticas foram realizadas em triplicata.

Em relagdo a coordenada de cromaticidade a* foi observado que a
farinha PHS apresentou o maior valor tendendo a tonalidade vermelha. A
germinacao induzida causou aumentos variados nos valores de a*, sendo a
farinha GI24 aquela que apresentou o maior valor, dentre as farinhas obtidas
de germinacao induzida.

Ohm et al. (2008) explicam que o0 aumento da concentracéo de proteina
prejudica o brilho (L*) e a cromaticidade vermelho-verde (a*). Os valores
elevados de a* estdo associados com a diminuicdo de L* que causam o
escurecimento, explicado pelo aumento da coloracdo vermelha das farinhas,
como ocorreu na farinha PHS.

A respeito da coordenada de cromaticidade b*, as farinhas apresentaram
valores mais elevados com o aumento do tempo de germinacao, tendendo a
tonalidade mais amarela, sendo a farinha PHS aquela que apresentou o maior
valor de b*. A coloragdo vermelha ou amarela é fortemente associada a
presenca dos pigmentos xantofilas e carotenoides nas farinhas (HRUSKQVA,
SVEC e SEKERQVA, 2011).

As farinhas que requerem maior absor¢do de agua e apresentam maior
teor de proteina sdo menos brilhantes e mais vermelhas (OHM et al., 2008).
Isso explica os resultados encontrados para cor, principalmente para a farinha
PHS, conforme os valores encontrados para a absor¢do de agua (Tabela 7 e
Tabela 9) e o teor de proteina (Tabela 5).

Em geral, grdos mais duros (com maior ID) sadios e sem germinar,
produzem farinhas com menores valores de L* e maiores valores de a* e de b*
gue farinhas de graos moles. Neste estudo, a farinha da cultivar BRS Marcante,
de grdo duro, ndo é muito clara. Contudo, a farinha NG foi mais clara que as
demais Gls e PHS, possivelmente devido ao efeito da germinacéo que tornou
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as farinhas mais claras e com tendéncia a cor amarela, da farinha Gl24 até a
GI72 (L* aumentou, a* diminuiu e b* aumentou), sendo a PHS a mais escura.

Pela legislacao brasileira a farinha de trigo deve apresentar cor branca,
com tons leves de amarelo, marrom ou cinza, conforme o trigo de origem
(MAPA, 2005). A cor da farinha é afetada por diferentes fatores, primeiro pelo
tipo de grdo moido e rendimento da farinha, e segundo pela composicédo da
farinha, que inclui cinzas, proteinas, amido danificado e pigmentos, assim como
a composicao molecular da proteina (OHM et al., 2008).

Esse é um parametro bastante importante, pois 0s consumidores
geralmente preferem farinhas mais brancas, embora nem sempre sejam as de
melhor qualidade. As farinhas com maior qualidade proteica geralmente
apresentam coloracdo mais escura (MIRANDA, DE MORI e LORINI, 2009).

4.2.4 Propriedades reologicas

As alteracbes nas propriedades reoldgicas, que incluem as

caracteristicas viscoelasticas (alveografia) e de mistura (farinografia) das
farinhas de trigo, causadas pela germinacao, estdo apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7 - Propriedades reoldgicas da farinha refinada

. N3o Germinado

Trigo .

germinado 24h 48 h 72h Pré-colheita
Alveografia
P (mm Hz20) 122 + 1@ 99 £ 4b 64 £ 4¢ 67 £1° 92+ 0P
L (mm) 80 £ 0P 73+3b 112 £ 72 115+ 62 109 + 52
P/L 1,53+0,022 1,35+0,102 0,57 +0,07¢ 0,58 +0,04¢ 0,85+ 0,04°
W (104 J) 379 £ 12 280 £ 1¢ 251 £ 4¢ 268 + 24 292 +1b
le (%) 66 + 12 63 + 02 63 + 02 63 + 12 53 + 2b

Farinografia
Absorcdo de dgua (%) 61,3+0,06 59,6+0,1¢ 575+0,49 56,2+0,0¢ 63,7 + 0,22

TDM (min) 21,9+042 121+01> 2,2+03% 240,20 8,3+0,9°
Estabilidade (min) 31,1+09 164+05> 34+0,0¢ 39+0,1¢ 8,7 + 0,0
ITM (UF) 7+26 22 +5b 42 + 32 41 + 12 33+ 1ab

* Médias aritméticas simples + desvio padrdo seguidas por letras iguais na mesma linha nao
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de significAncia. As determinacfes
analiticas foram realizadas em duplicata. P: tenacidade; L: extensibilidade; P/L: relacdo de
tenacidade por extensibilidade; W: forca de glaten; le: indice de elasticidade; TDM: tempo de
desenvolvimento de massa; ITM: indice de toler&ncia a mistura; UF: unidades farinogréaficas.
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Pela analise de alveografia foi observado que o aumento do tempo de
germinacao reduziu a tenacidade (P) e aumentou a extensibilidade (L) das
farinhas G148, GI72 e PHS. J& o tempo de 24h de germinacdo nao foi capaz de
alterar P, L ou P/L da farinha. Singh et al. (2001) estudaram o efeito das
condicbes de germinacdo nas propriedades reoldgicas de trigo e verificaram
diminuicdo da elasticidade da massa em trigo germinado, como consequéncia
da diminuicao de glutenina e do aumento de gliadina.

Quanto a relacdo P/L (tenacidade/extensibilidade) houve reducdo nos
valores de 1,5 para 0,6. O gliten que apresentava caracteristicas de maior
tenacidade (P/L>1,2) passou a glaten balanceado (P/L de 0,5 a 1,2)
(GUTKOSKI et al., 2011). O tempo de germinagéo de 24h (Gl24) nao foi capaz
de produzir alteracdo na relacdo P/L, contudo, a forca de gluten (W) sofreu
reducdo em todas as amostras germinadas. Os resultados obtidos mostraram
gue apesar da diferenca significativa (p < 0,05) observada, mesmo ap6és 72h de
germinacao (GI72) o trigo manteve-se com elevada forga de glaten (W>250x10
4J), que de acordo com Willians et al. (1988), classifica as amostras de forca
média forte (W de 201 a 300x104)).

O conhecimento das propriedades viscoelasticas da massa é fator
essencial para a determinacdo do uso final da farinha. As farinhas que
apresentam gluten tenaz indicam glaten forte e sdo preferidas para massas
alimenticias e pdaes industriais, ja as farinhas com gluten extensivel,
correspondem a gluten fraco e podem ser destinadas a producdo de bolos e
biscoitos (DOBRASZCZYK e MORGENSTERN, 2003).

Os efeitos da germinacao nas propriedades de mistura foram verificados
através do teste de farinografia (Tabela 7). A absorcdo de agua das farinhas
diminuiu com o aumento da germinacdo induzida. Entretanto, a farinha PHS
apresentou maior valor de absorcdo de agua, isso pode ser atribuido aos
maiores valores encontrados para os teores de proteina e de amido danificado
dessa amostra (Tabela 5). A capacidade de absor¢cdo de agua depende da
atividade enzimética, dos teores de umidade, fibra (farelo), proteina e amido
danificado das farinhas (HALLEN, IBANOGLU e AINSWORTH, 2004).

Nas amostras germinadas (Gl24, Gl48, GI72 e PHS) foi observada
diminuicdo do tempo de desenvolvimento da massa (TDM) e da estabilidade

(Tabela 7) com o aumento da germinagdo. Resultados semelhantes foram
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obtidos por Hadnadev et al. (2013), que estudaram as propriedades reologicas
de farinhas de trigo afetadas por diferentes condi¢fes climaticas, encontraram
menores valores para o TDM e a estabilidade em farinhas de trigo que
sofreram germinacao pré-colheita.

As farinhas com germinacdo induzida GI48 e GI72, apresentaram
reducbes de até 10 e 9 vezes para TDM e estabilidade, respectivamente. A
germinacao é capaz de causar alteracfes nas proteinas formadoras de gllten,
seja por hidrdlise de ligacdes intra ou intermoleculares de gliadinas e gluteninas
ou pela ruptura de ligacGes dissulfidicas entre os aminoacidos envolvidos
(cistinas e cisteinas), desta forma contribuindo para a diminuicdo do TDM
(KERPES et al.,, 2016). Assim pode-se inferir que a germinagao tornou
gliadinas e gluteninas menos estaveis durante o processo de mistura
prolongado.

Na Tabela 7, também pode ser observado o aumento nos valores de
indice de tolerancia a mistura (ITM) das farinhas de trigo germinado. Valores
elevados de ITM correspondem a farinhas que resistem pouco ao
amassamento, mostrando assim que o0 aumento da germinagao resultou no
enfraquecimento das farinhas. Hefni e Witthoft (2011) verificaram que a
substituicdo de farinha de trigo por farinha de trigo germinado afetou
negativamente as propriedades reolégicas da massa, causando
enfraquecimento e diminuicdo do TDM e da estabilidade com o aumento do
nivel de substituicdo por farinha de trigo germinado.

Os resultados de propriedades de pasta das farinhas refinadas né&o
germinadas e germinadas medidas pelo RVA estdo apresentados na Tabela 8
e na

Figura 6. Quando analisadas as propriedades de pasta sem adicdo de
nitrato de prata (AgNOs), foi observado que a germinacdo induzida néo
promoveu diferencas na temperatura de pasta (TP), entretanto, a farinha PHS
apresentou valor significativamente superior. Este elevado valor esta
positivamente correlacionado com o maior teor de proteina (Tabela 7) desta
amostra que se justifica pela diferenca na safra de obtencéo do material.

Os dados encontrados estdo em acordo com o reportado por Barak,
Mudgil e Khatkar (2013) que estudaram a relacdo das gliadinas e gluteninas

com as propriedades de pasta de variedades de trigo e encontraram que o teor
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de proteina tem grande influéncia na TP das amostras, em que as farinhas com
0s maiores teores de proteina apresentaram as TP mais elevadas. As farinhas
com maior teor de proteina demoraram mais tempo para atingir TP e pico de
viscosidade, pois as proteinas competem pela agua juntamente com O0s
granulos de amido e assim dificultam a gelatinizacdo. Estes autores
encontraram ainda que, a viscosidade final € inversamente relacionada com o
teor de proteina e de glutenina da farinha enquanto que estava positivamente

relacionada com o teor de gliadina e a razéo gliadina/glutenina.
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Figura 6 - Propriedades de pasta de farinha refinada de trigo ndo germinado e com germinacao
induzida e pré-colheita, sem (A) e com AgNOs (B). NG: ndo germinado; 1G24: germinacao
induzida por 24h; 1G48: germinacdo induzida por 48h; IG72: germinacdo induzida por 72h;
PHS: germinacao pré-colheita.

Tabela 8 - Propriedades de pasta das farinhas refinadas de trigo ndo germinado e com
germinacao induzida e pré-colheita, sem e com adi¢ao de nitrato de prata (AgNO3)

Parametro Farinha Sem AgNOs Com AgNO3
Temperatura de pasta (°C) NG 65,38 + 0,03 65,93 £ 0,51bns
Gl24 65,67 + 0,42° 67,65 + 2,010ns
G148 65,72 £ 0,46 66,15 + 0,01°ns
GI72 68,58 + 4,88 66,68 + 0,42°ns
PHS 84,67 £ 1,442 86,58 + 0,452
Pico de viscosidade (RVU) NG 163,00 * 5,492 196,61 + 4,812*
Gl24 123,53 + 0,99° 181,05 + 6,20°*
Gl48 27,11 +0,61¢ 183,05 + 0,13b*
GI72 24,83 £ 0,58¢ 179,17 + 0,33b*
PHS 48,11 +1,49¢ 153,47 £ 5,04¢*
Quebra (RVU) NG 40,31 + 3,502 64,86 + 2,63
Gl24 35,86 £ 0,562 57,86 * 4,39¢*
Gl48 20,58 £0,47¢ 63,29 + 0,713+
GI72 19,03 £ 0,31¢ 60,13 + 1,632*
PHS 27,11 £1,07° 43,53 +0,78%
Viscosidade final (RVU) NG 213,11 + 4,312 218,72 + 4,84ans
Gl24 157,92 +1,17° 198,58 + 4,47b*
Gl48 11,75+ 0,724 199,04 + 0,29b*
Gl72 9,14 + 0,674 195,04 + 0,71b*
PHS 44,89 +1,77¢ 182,64 + 4,73
Retrogradacéo (RVU) NG 90,42 + 3,772 86,97 + 2,363
Gl24 70,25 + 0,68 75,39 + 2,28bc*
Gl48 5,22 + 0,404 79,29 + 0,29%*
Gl72 3,33+0,17d 76,00 * 2,000
PHS 23,89 £1,51¢ 72,69 £1,03¢*

a-d Médias aritméticas simples + desvio padrdo seguidas por letras iguais na mesma coluna
para cada pardmetro ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de significancia. *
e s significa diferenca significativa e ndo significativa, respectivamente, pelo teste t (p < 0,05)
entre farinhas tratadas com e sem nitrato de prata. As determinagdes analiticas foram
realizadas em duplicata. NG: ndo germinado; GI24: germinado por 24h; GI48: germinado por
48h; GI72: germinado por 72h; PHS: germinacao pré-colheita; RVU: unidade visco rapida.
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Com excecdo do parametro quebra para a farinha GI24, os outros
parametros avaliados, como pico de viscosidade, quebra, viscosidade final e
retrogradacdo apresentaram reducdo dos seus valores com a germinacao
(Gl24, Gl48, GI72 e PHS) comparados a farinha NG, onde foi observado
reducado de até 20 vezes na viscosidade final, por exemplo.

Ichinose et al. (2001) estudaram as propriedades de pasta de farinha de
trigo com PHS e reportaram que as amostras com baixos niveis de atividade de
a-amilase apresentam elevados valores de viscosidade maxima (amilografo).
No entanto, durante a germinacdo, com o aumento da atividade de a-amilase,
os valores de viscosidade méxima diminuiram, indicando a degradacdo do
amido das farinhas de trigo estudadas.

A germinacao causou declinio na viscosidade de pico para as farinhas
Gl24, Gl48 e GI72, com significativa reducéo na viscosidade final para valores
proximos a 3,3RVU. Embora o processo de gelatinizacdo tenha comecado ao
mesmo tempo para todas as amostras, a viscosidade final diminuiu para
valores inferiores a 20RVU para as farinhas 1G48, IG72 e PHS, indicando a
hidrolise do amido e consequentemente, a menor capacidade de gelatinizacao.
Resultados semelhantes foram relatados por Olaerts et al. (2016b) ao
estudarem as propriedades de pasta de amidos de trés cultivares de trigo
colhidos em diferentes estagios de germinacao pré-colheita.

O nitrato de prata (AgNOs) foi adicionado para examinar o
comportamento das farinhas refinadas de trigo ndo germinado e germinado
sem o impacto da a-amilase durante a andlise (

Figura 6B). Segundo Li et al. (2008), a interacdo de ions de prata com
grupos tiol em proteinas resulta na inativacdo das enzimas. Desta forma é
possivel verificar o efeito da enzima a-amilase somente durante a germinacao.

A temperatura de pasta das farinhas nao apresentou diferencas
significativas com ou sem adi¢cdo de AgNOs. Porém, no que se refere ao pico
de viscosidade, quebra, viscosidade final e retrogradacéo, todas as amostras
apresentaram valores superiores aos mesmos parametros sem AgNOs,
evidenciando o efeito das enzimas durante a analise. Resultados semelhantes
foram relatados por Paraginski et al. (2014), onde as propriedades de pasta do

amido de grédos de arroz danificado, analisados com adicdo de AgNOs,
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apresentaram maiores valores de todos os parametros avaliados em relacéo a
andlise realizada sem a adi¢céo de AgNOs.

Embora os valores dos parametros avaliados em anélise de RVA com
AgNOs tenham sido maiores que os obtidos sem AgNOs, foi observado que
também apresentaram menores valores comparados a farinha NG. Assim, mais
uma vez ficou demonstrado (Tabelas 4, 5, 7, 8 e Figura 2), que a germinacao
provocou ativacdo de enzimas que degradaram o amido, promovendo a
reducado da viscosidade do gel.

Os resultados encontrados para as propriedades de mistura e de pasta

por Mixolab estéo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Propriedades de mistura e de pasta por Mixolab

R N&o Germinado

Parametro .

germinado 24 h 48 h 72h Pré-colheita
Absorcéo de agua (%) 60,5 62,4 57,0 55,4 56,2
TDM (min) 8,91+0,412 2,60+0,17¢ 1,82+0,00¢ 1,80+ 0,04¢ 5,71+ 0,06
Estabilidade (min) 11,34 + 0,062 10,59 + 0,272 9,72 + 0,16 9,46 +0,27°> 8,46 + 0,18¢
C1 (Nm) 1,13+0,012 1,07+0,012 1,11 +0,032 1,10+0,01* 1,13+0,032
C2 (Nm) 0,62 £ 0,012 0,45+ 0,00®> 0,39 +0,00¢ 0,38 +0,00¢ 0,39 +0,01¢
C3 (Nm) 2,01 £+0,002 1,82+0,01° 1,56+0,01¢ 1,47 +0,02¢ 1,32+ 0,02¢
C4 (Nm) 1,76 + 0,162 1,40 +0,01°® 0,60 + 0,00¢ 0,40 + 0,03° 0,64 + 0,04¢
C5 (Nm) 3,24 +0,112 2,40+ 0,01» 0,97 +0,01¢ 0,59 +0,03¢ 1,12 +0,03°¢

* Médias aritméticas simples + desvio padrdo seguidas por letras iguais na mesma linha néo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de significAncia. As determinactes
analiticas foram realizadas em duplicata. TDM: tempo de desenvolvimento da massa; C1: forca
necesséria para atingir 1,1 Nm; C2: enfraquecimento das proteinas; C3: gelatinizacdo de
amido; C4: amilase de resisténcia; C5: retrograda¢do do amido.

Da mesma forma que pela farinografia, a germinacdo acarretou na
diminuicdo da absor¢cédo de a4gua, tempo de desenvolvimento da massa (TDM)
e estabilidade das farinhas germinadas avaliadas. O TDM e a estabilidade séo
relacionadas aos primeiros estagios da curva do Mixolab (C1 e C2), que
correspondem ao enfraquecimento das proteinas devido a acdo mecanica e ao
aumento da temperatura do sistema, resultando na diminuigdo da consisténcia
da massa e, consequentemente, na reducao do torque (KOKSEL et al., 2009).

A Tabela 9 mostra a diminuicdo nos valores de C2 nas farinhas
germinadas (G124, GI48, G172 e PHS) em relagdo a NG. Esse resultado indica,
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mais uma vez, que a germinacao altera a qualidade das proteinas, assim como
ja apurado nas andlises reoldgicas mostradas na Tabela 7.

Koksel et al. (2009) verificaram que a quantidade de proteinas em
genadtipos de trigo ndo prediz a qualidade das mesmas, visto que genotipos
com maiores teores de proteina também apresentaram menores valores de C2
e de W o que indica ligacdes proteicas mais fracas. Farinhas com valores de
C2 inferior a 0,4Nm indicam baixa qualidade de proteina, sendo mais indicadas
para produtos como bolos e biscoitos (BANU e APRODU, 2015).

Pela andlise das farinhas por Mixolab, foi possivel verificar que em
relacdo a farinha NG, a germinacdo causou reducdo nos valores de C3, C4 e
C5, que correspondem as principais alteracdes fisico-quimicas que ocorrem na
estrutura do amido, como o comportamento do amido quanto a gelatinizacéo, a
atividade amilolitica e a retrogradacdo do amido, respectivamente.

Torbica et al. (2016) avaliaram a qualidade de trigo durum afetado por
diferentes fatores climaticos utilizando o Mixolab e encontraram diminui¢do da
temperatura de gelatinizacao para farinhas de trigo germinado, através do valor
de C3, indicando menor viscosidade da massa. Resultados semelhantes foram
encontrados por Rakita et al. (2015), que ao avaliar a atividade de a-amilase e
as propriedades de panificacdo de farinha de trigo em diferentes condicdes
climaticas, revelaram reducédo de C3 com o aumento da a¢do enzimatica.

O C4 é considerado uma medida indireta da atividade de a-amilase e,
assim como o NQ, também apresentou resultados inversamente proporcionais.
O aumento da atividade de a-amilase diminui a capacidade de gelatinizagdo do
amido, assim como também reduz o valor de C4 (ROSELL et al., 2007).

A retrogradacao também esta relacionada com a atividade de amilase,
quanto maior for a diferenca entre os parametros C3, C4 e C5, maior sera a
atividade de a-amilase (RAKITA et al., 2015). Conforme discutido anteriormente
(Tabela 4), a germinagédo ativou as enzimas hidroliticas, como a a-amilase
causando rapida diminui¢cdo da viscosidade na suspensdo de amido devido a
sua degradacdo em agucares simples e oligossacarideos (KALITA, SARMA e
SRIVASTAVA, 2017), com isso, alterou as caracteristicas reologicas das
farinhas germinadas (Tabela 7).
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4.3 Efeito da germinacao no teor de micotoxinas

As farinhas integrais e refinadas de trigo ndo germinado (NG), com
germinacao induzida (Gl24, GI48 e GI72) e pré-colheita (PHS) foram avaliadas
guanto a presenca das micotoxinas aflatoxinas B1, B2, G1 e Gz, deoxinivalenol,
fumonisina Bi1, ocratoxina A e zearalenona. As amostras néo revelaram picos
que indicam a presenca de micotoxinas, antes e apds a germinacdo, nem
mesmo nas amostras PHS (dados ndo mostrados). Esse resultado é de grande
importancia, uma vez que, as micotoxinas sao altamente tdxicas para animais e
humanos efavorecem o desenvolvimento de inUmeras doencas.

As amostras Gl24, GI48 e GI72 passaram pela etapa de sanitizacéo
antes da germinacéo. Essa etapa, possivelmente favoreceu a eliminacdo de
possiveis esporos de fungos que poderiam causar o desenvolvimento das
micotoxinas durante a germinacdo, ja que as condicdes de germinacdo
(mesmo a germinacgédo pré-colheita) sdo muito préximas as condicdes ideias de
desenvolvimento de micotoxinas (elevada umidade e temperaturas acima de
20°C) (DEL PONTE et al., 2004).

4.4 Efeito da germinacdo de trigo nas propriedades de panificacdo da

farinha refinada

4.4.1 Caracteristicas fisicas dos pées

Os efeitos da germinagcédo sobre a panificacdo foram avaliados através
do volume especifico, da umidade, da firmeza e da cor dos paes, como pode
ser visto na Tabela 10. Na Figura 7 estdo apresentados os dados defirmeza
dos pées de farinha refinada de trigo NG, GI24, G148, GI72 e PHS.

A germinacdo aumentou o volume especifico dos paes GIl48, GI72 e
PHS, em relacdo ao péo de farinha de trigo ndo germinado (NG), contudo o
pao Gl24 nao diferiu deste. O volume especifico dos pées germinados foi em
torno de 14% superior ao pao NG, ou seja, os pées ficaram mais leves. A

germinacdo, ao ativar as enzimas amiloliticas, hidrolisam o amido liberando
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acucares. Os acucares servem de substrato para as leveduras
(Saccharomyces cerevisiae) responsaveis pela fermentacdo e possivelmente
podem ter contribuido para o aumento no volume especifico dos pées. A
umidade dos péaes variou de 31,1 a 35,5%, valores estes considerados normais

para este tipo de produto segundo Boita et al. (2016).

Tabela 10 - Caracteristicas de qualidade fisica e cor dos pédes de farinha de trigo ndo
germinado e com germinacéo induzida pré-colheita

Nao Germinado
germinado 24 h 48 h 72 h Pré-colheita

Parametro

Volume especifico
3,61+0,08° 3,79+0,10° 4,09 +0,082 3,94 +0,162> 3,93 + 0,142

(mL.g*)

Umidade (%) 32,36 £ 0,11¢ 34,93 + 0,03 31,13 + 0,01 31,65 +0,07¢ 35,51 +0,112
Cor do miolo

L* 83,97 + 0,502 82,56 + 0,04 82,63 + 0,30° 83,75 + 0,092 80,21 +0,16¢
a* 1,07+0,08¢ 1,79+0,05° 1,26 +0,00¢c 1,27 +0,04¢ 2,02 +0,002
b* 17,45+ 0,022 17,38 £ 0,032 16,55+ 0,03 17,79 + 0,422 17,71 + 0,062

* Médias aritméticas simples + desvio padrdo seguidas por letras iguais na mesma linha nédo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de significAncia. As determinactes
analiticas foram realizadas em triplicata, com excecdo da umidade e da firmeza que foram
realizadas em duplicata.
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Figura 7 - Firmeza dos pées. NG: ndo germinado; Gl24: germinacdo induzida por 24h; Gl48:
germinacdo induzida por 48h; GI72: germinac¢@o induzida por 72h; PHS: germinagdo pré-
colheita.
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A firmeza dos paes de farinha de trigo Gls e PHS foi significativamente
superior em relagdo ao pao NG. Foi observado aumento da firmeza de
aproximadamente 40% nos paes Gl24, G148 e PHS e de 60% no pao GI72. Um
aspecto que afeta a firmeza de pées consiste na qualidade das proteinas da
farinha. Segundo Morris e Morris (2012) a maior firmeza dos paes pode ser
resultado do enfraquecimento do gluten, que dificulta a retencdo de gas da
massa de farinha de trigo.

Barak, Mudgil e Khatkar (2013) em seu estudo mostraram correlacdes
entre o teor proteico e a qualidade das proteinas da farinha com o volume
especifico do pd&o. Evidenciaram que um equilibrio de elasticidade e
extensibilidade da massa é importante para produzir pdes de menor firmeza e
maior volume de péo. Gluten forte causa diminuicdo da firmeza do pao,
elevados teores de gliadinas e gluteninas mostram correlacdo negativa com a
firmeza, porém as que mais contribuem para o aumento da firmeza séo as
gluteninas, sugerindo que maior conteudo de glutenina resulta em pdo menos
macio. Porém, sdo principalmente as gluteninas que contribuem para o maior
volume especifico de pao.

Neste contexto, pode-se aferir que a cultivar de trigo BRS Marcante
apresentava caracteristicas de glaten forte (Tabela 7), e com a germinacao, o
gluten passou de tenaz a balanceado, além da diminuicdo de W, o que causou
aumento no volume e diminuicdo na firmeza. No estudo de Barak, Mudgil e
Khatkar (2013), também foi observado que a relacdo gliadina/glutenina esta
positivamente associada a firmeza do pdo e negativamente com o volume
especifico, implicando que o equilibrio das gliadinas e glutinas é importante
para avaliar a adequacao de uma variedade (cultivar) de trigo para fazer pao.

Conforme mostrado na

Figura 8, o pdo PHS apresentou crosta mais escura que 0s demais,
devido a presenca de maior teor de acucares redutores e dextrinas que
combinados com aminoacidos livres favorecem a ocorréncia de Reacdo de
Maillard. Esta € uma reacdo de escurecimento ndo enzimatico, em que 0s
grupos amina de aminoacidos, peptideos e proteinas reagem com aldeido,
resultando na degradacdo de carboidratos formando pigmentos escuros
(CORNEJO et al., 2015).
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Os resultados para a luminosidade (L*) e as coordenadas a* e b* dos
paes estado apresentados na Tabela 10. Os péaes de farinha de trigo germinado,
principalmente o PHS apresentaram-se mais escuros quando comparados ao
pdo NG, o que foi demonstrado pela reducdo gradual nos valores de
luminosidade e maior tendéncia ao vermelho e ao amarelo. Assim como as
farinhas, os paes apresentaram comportamento semelhante quanto a cor. Os
mais elevados valores de L* indicam maior refletancia da luz traduzindo-se em
paes com coloracdo clara, geralmente associada a pequenas quantidades de
acucares na formulacédo (ESTELLER et al., 2006).

A presenga de agua na formulagéo acelera reacdes de caramelizacéo e
Maillard, levando ao escurecimento da crosta e do miolo Maiores valores de a*
indicam coloracdo avermelhada, principalmente observada na crosta e
geralmente sdo associados a paes com elevada quantidade de acucares
disponiveis (ESTELLER, JUNIOR e LANNER, 2006).

Valores elevados de b* sao traduzidos para amostras com forte
coloracdo amarelada, que embora dispersa na coloracdo castanha,
caracteristica de produtos forneados, pode aparecer em paes ricos em
proteinas, acucares redutores e carotenoides. Como foi observado para o pao
da farinha PHS. Algumas variacdes nos valores de a* e b* podem estar
também relacionados com o0 grau de aeracdo (porosidade da massa) e

mudancas na luz que incide na superficie do material (ESTELLER, 2007).

4.4.2 Caracteristicas de qualidade dos paes

As caracteristicas visuais dos alvéolos do miolo dos paes de farinha de
trigo ndo germinado, com germinacao induzida e pré-colheita sdo apresentados
na

Figura 8. A estrutura celular do miolo aparece quando o pao é fatiado,
mostrando a superficie macia com muitos alvéolos com variadas dimensoées.

A maior incorporacao de ar aos paes contribui para mudancas no sabor,
maciez, mastigabilidade, elasticidade, reducéo do esfarelamento, aparéncia e
aumento visual do tamanho dos alvéolos. A melhoria das caracteristicas de

produtos panificados € atribuida, a incorporagdo de oxigénio do ar as proteinas
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do trigo. Assim, ocorre oxidacado dos grupos sulfidrilas e/ou pontes dissulfeto
com o fortalecimento da rede de gluten, facilitando a retencdo dos compostos
volateis e consequente aumento do volume acabado (ESTELLER e LANNES,
2005).

O amassamento permite a formacdo de bolhas que vao se expandir,
juntamente com os gases durante a fermentacdo. A massa crua de pao contém
geralmente 8% de ar, aumentando para 65% ao final do crescimento e 75% no
produto final (ESTELLER, 2007).

Durante o assamento dos paes, a agua e demais compostos volatilizam
e tendem a sair da massa sob pressao, formando vérios capilares que podem
se unir ou ndo as bolhas formadas durante o processo de fermentacdo. Quanto
maior o numero de alvéolos e o volume ocupado, mais porosa sera a massa,

influenciando também no volume especifico dos paes (ESTELLER, 2007).

: iy sSh

Figura 8 - Caracteristicas de cor e alvéolos do miolo dos pdes. NG: ndo germinado; Gl24:
germinacao induzida por 24h; Gl48: germinacado induzida por 48h; GI72: germinacgédo induzida
por 72h; PHS: germinacao pré-colheita.

As pontuacOes para as caracteristicas tecnologicas de qualidade dos
paes segundo El-Dash (1978) estdo apresentadas na Tabela 11.

As maiores pontuacdes finais para cada parametro avaliado
correspondem aos atributos desejaveis. De acordo com as caracteristicas

externas, 0s resultados obtidos para o volume dos pées, ndo foram
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significativamente diferentes entre si (p < 0,05). Assim como o volume
especifico dos pées (Tabela 10), as condicbes de germinacdo estudadas
parecem ter aumentado o volume dos pées, deixando-0s mais leves.

Quanto a cor da crosta, os paes de farinha de trigo germinado (G124,
Gl48, GI72 e PHS), onde a quantidade de acucares € maior devido a acao
enzimatica, apresentaram coloracdo mais escura devido a reagcdo de Maillard
(Figura 7).

No atributo quebra dos pées, as pontuacdes variaram entre 3,0 e 5,0
(sendo 5,0 a pontuacdo maxima para este atributo), os paes de farinhas
germinadas (Gl24, Gl48, GI72 e PHS) alcancaram as maiores pontuacgdes,
sendo observada maior quebra em pades com 0S maiores tempos de
germinacao, entretanto ndo afetou a simetria dos pédes. Segundo El-Dash
(1994) a caracteristica de quebra € relativa a abertura das laterais do pao de

forma, devido ao crescimento repentino durante o cozimento no forno.

Tabela 11 — Pontuagdo dos pées de forma elaborados com farinha refinada de trigo néo
germinado, com germinacéo induzida e pré-colheita

R ~ Germinado

Parametro Nao _
germinado 24 h 48 h 72 h Pré-colheita

Caracteristicas externas — maximo 40 pontos

Volume (x 3,33) 12,1+0,3* 12,7+0,4% 13,7+0,32 13,0+0,0> 12,9+0,32

Cor da crosta 9,7+ 0,62 73+06° 87+0,6% 7,0+1,0° 8,7 £ 0,62

Quebra 3,0+£0,0° 4,0+0,00 47+06% 500,02 4,7 + 0,62

Simetria 3,0+£1,0° 50+0,08 4,0+0,0®» 33+0,6° 4,0 £0,0°

Caracteristicas internas — maximo 35 pontos

Caracteristicas da
crosta

Cor do miolo 9,3+0,62 8,0+1,02 8,7+1,22 93+1,22 7,7+1,22

Estrutura da célula do

50+0,02 33+0,6% 47+06% 3,7+1,2% 3,0+ 0,0°

9,3+0,62 8,0+1,02 8,7+062 87=x1.22 7,3+0,62

miolo

Textura do miolo 9,0+1,72 8,3+1,22 9,3+1,22 9,3+0,62 8,7+1,52
Aroma e sabor — maximo 25 pontos

Aroma 8,3+1,5% 6,7+0,6° 10,0+0,028 8,0£1,0% 8,7 £1,5%
Sabor 10,3+ 0,62 6,0+1,0° 67+15° 6,7+1,5° 7,7+1,2%
Pontuagéo final 79,7+6,3%2 694+53% 790+22% 74,0+5,22 73,2+ 4,62

* Médias aritméticas simples + desvio padrdo seguidas por letras iguais na mesma linha nédo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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Segundo Ferreira, Oliveira e Pretto (2001) a simetria pode indicar
manuseio e processamento inadequados, pode resultar de massa muito dura
com baixo teor de agua, assim como fermentagdo inadequada.

Em relacédo as caracteristicas internas dos pées, embora sem diferenca
significativa, o pdo PHS apresentou pontuacdo menor em relacdo aos demais
paes, pois foi 0 que apresentou fatores indesejdveis mais marcantes. Foi
verificado que a germinacédo induzida ndo causou alteracdes significativas (p <
0,05) nas caracteristicas da crosta, na cor do miolo, na estrutura da célula e na
textura do miolo dos péaes avaliados.

No que se refere as caracteristicas da crosta, a qual deve ter espessura
nem muito fina, nem grossa demais, ndo devendo ser dura ou borrachenta,
pois este fato é atribuido a insuficiéncia de acucares ou de a-amilase, baixa
umidade durante a fermentacdo, baixa temperatura de forno ou falta de
gordura. A cor do miolo é outro parametro de avaliagdo das caracteristicas
internas, sendo que este deve ser branco, uniforme, sem estrias ou manchas.
O miolo deve ser suave, macio e elastico, considerando-se indesejavel uma
textura grossa, aspera e pegajosa (El- DASH,1994).

Os péaes ndo apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) no que se
refere ao aroma, sendo que o péo Gl48 foi aquele que apresentou aroma mais
agradavel, caracteristico de péo, assim como o pao Gl24 foi aquele com aroma
menos agradavel. Para o sabor dos pédes, o NG foi aquele com melhor
aceitacao, seguido pelo PHS. Da mesma forma que para o aroma, o pao Gl24
foi aguele com sabor menos agradavel.

Analisando a pontuacdo geral obtida pela avaliacdo dos paes foram
obtidos escores que variaram de 69,4 a 79,7 pontos, porém sem diferencas
significativas (p < 0,05). Foi verificado pelo teste de caracteristicas tecnologicas
de qualidade, que apesar de haver diferencas entre as caracteristicas
avaliadas individualmente, na pontuagdo final essas diferencas foram

mascaradas, tornando os paes NG, G124, Gl48, GI72 e PHS iguais entre si.

4.5 Efeito da germinacao de trigo no teor de GABA
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O teor de GABA das farinhas e dos péaes de trigo NG Gls e PHS esta
apresentado na Figura 9.

A germinagdo aumentou o teor de GABA nas farinhas estudadas. As
farinhas G124 e GI48 apresentaram aumento de cerca de 2,15 e 2,22 vezes de
GABA, respectivamente, em relacdo a farinha NG, enquanto que as farinhas
GI72 e PHS tiveram aumento de 1,6 e 1,3 vezes, respectivamente.

Cornejo et al. (2015) observaram melhora significativa no teor de GABA
e também aumento na quantidade de aminoacidos livres, com o tempo de
germinacao, variando de acordo com o método e a cultivar de trigo utilizados.

Como observado na Figura 9, os paes que mantiveram 0S maiores
teores de GABA foram aqueles produzidos com as farinhas NG (1,15ug.g?) e
Gl24 (1,80ug.g1) que sdo estatisticamente iguais ao PHS (1,57ug.gt). Por
outro lado, houve perda significativa de GABA em todos os pées em relacdo as
suas respectivas farinhas, sendo a diminuicdo mais pronunciada nas amostras
G148 (95%) e GI72 (77%).

4,50 - ® Farinha refinada

4,00 1 Pao
3,50 A

1,00 A

0,50 A

0,00

Gl24 Gl48 GI72

GABA (ng.g™h)
N N w
o a o
o o o

Ay
a1
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Figura 9 - Teor de GABA da farinha refinada e dos pées. NG: ndo germinado; Gl24:
germinacao induzida por 24h; Gl48: germinacéo induzida por 48h; G172: germinagdo induzida
por 72h; PHS: germinacéo pré-colheita

Resultados semelhantes foram obtidos por Lamberts et al. (2012), que
observaram grandes perdas de GABA (>70%) devido ao descanso das massas
fermentadas e ao assamento. As temperaturas elevadas usadas durante o

assamento dos paes (em torno de 150°C) provocam diminuicdo do contéudo
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de GABA (CORNEJO et al., 2015), o que pode ser atribuido a degradacédo de
aminoacidos livres originados da germinacdo que sdo usados na reacgdo de
Maillard (Lamberts et al., 2012).

Foi possivel verificar que a germinacdo é um Otimo processo para
aumentar os teores de GABA em trigo, especialmente naqueles produtos
consumidos in natura e ndo na forma de produtos forneados (paes e
derivados). O GABA, tem grande importancia biolégica, pois € um importante
neurotransmissor de sinais no sistema nervoso central sendo extensivamente
usado em alimentos funcionais e preparacdes farmacéuticas (DIANA, QUILEZ,
e RAFECAS 2014a; HAYAT et al., 2014).

O consumo de cereais germinados, ricos em composto bioativos, como
o0 GABA tem se tornado popular entre os consumidores preocupados com a
saude.A germinacdo pré-colheita, principalmente, mostrou ser um método
eficiente para aumentar o teor de GABA para ser consumido em produtos in

natura, desta forma, agregando valor ao trigo com germinacao pré-colheita.



5 CONCLUSOES

A germinacao induzida e pré-colheita do trigo causaram ativacdo das
enzimas amiloliticas tanto na farinha integral, como na farinha refinada, porém,
ndo afetaram a atividade de enzimas proteoliticas.

Na avaliacdo das propriedades fisicas dos gréos, apos a germinacao
houve reducédo significativa na massa de mil grados nas amostras G124 e PHS,
na massa especifica aparente (peso do hectolitro) nas amostras Gl48 e G172, e
no rendimento de farinha refinada (menor taxa de extracdo de farinha) nas
amostras GI72 e PHS, sendo todos os graos classificados como de textura
dura.

Quanto as propriedades fisico-quimicas das farinhas, a composicéo
quimica nao mudou para Gl24, apenas os teores de amido danificado e indice
de gluten diferiram, em que as farinhas refinadas Gls e PHS apresentaram
menor indice de glaten e maior teor de gluten umido. A cor da farinha tornou-se
mais escura a medida que aumentou a germinacao.

A presenca de micotoxinas nao foi detectada em nenhuma das amostras
de trigo e de suas respectivas farinhas (NG, Gls e PHS).

A germinacdo afetou as propriedades reoldgicas, nas propriedades
viscoelasticas da farinha (alveografia) foram observadas diminuicdo da
tenacidade e aumento da extensibilidade, e enfraquecimento da forga de gluten
e nas propriedades de mistura da massa das farinhas de trigos germinados
(farinografia), houve diminuicdo da absor¢cdo de &gua, do tempo de
desenvolvimento e da estabilidade da massa e aumento do indice de tolerancia
a mistura, evidenciando o enfraquecimento das proteinas. Em relacdo as
propriedades de pasta da farinha (RVA), ocorreu hidrdlise do amido que
ocasionou reducédo nos valores de capacidade de gelatinizagéo, viscosidade de
pico, quebra, viscosidade final e retrogradacédo. Os resultados em Mixolab

foram iguais ou muito semelhantes aos observados pela farinografia e RVA.
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Na panificacdo, a germinacéo pareceu ter efeito benéfico uma vez que
0s pées apresentaram maiores volume especifico e firmeza, embora tenha sido
observado diminuicdo da for¢ca do glaten e enfraquecimento das proteinas
quanto as propriedades de mistura. No entanto, a germinacdo ocasionou o
escurecimento dos paes.

Como consequéncia da germinagéo, houve aumento do teor de GABA
nas farinhas e nos pées, porém parte do GABA foi perdido durante o processo
de panificacdo, mostrando que a melhor forma de consumo para
aproveitamento desse composto é na forma de trigo in natura.

Analisando o estudo de forma global, foi possivel concluir que as
alteracbes provocadas pela germinacdo estdo diretamente associadas a
atividade enzimatica e embora tenham sido observadas modificacbes nas
caracteristicas do amido e da proteina, os tempos de germinacdo induzida
deste estudo (G124, G148 e GI72) nao foram suficientes para causar diminuicao
nas caracteristicas de panificacdo e aumentos significativos no teor de GABA.
Além do mais, quando comparados 0s trigos com germinacdo induzida com o
em pré-colheita (PHS), assim como suas respectivas farinhas e paes, foi
observado que para a maioria dos parametros avaliados, o PHS apresentou
resultados semelhantes ou iguais aos do G148, indicando similaridades entre as

germinacoes.
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Anexo A — Avaliacao das caracteristicas tecnologicas dos paes

Pontuacao para as caracteristicas tecnologicas dos paes (EL-DASH, 1987)

Nome: Data:__ / Amostra:
. Valor

Caracteristicas externas MAximo Nota
Volume (volume especifico x 3,33) 20 --
Cor da crosta (fatores indesejaveis: ndo uniforme, opaca, muito 10
clara, muito escura)
Quebra (fatores indesejaveis: muito pequena, aspera, lados 05
desiguais)
Simetria (fatores indesejaveis: laterais, pontas e parte superior 05
desiguais)
SUBTOTAL 40

Caracteristicas internas \{allor Nota

maximo
Caracteristicas da crosta (fatores indesejaveis: crosta
) ” . . o 05
borrachenta”, quebradicga, dura, muito grossa, muito fina)
Cor do miolo (caracteristicas indesejaveis: miolo cinza, opaco, 10
desigual, escuro)
Textura do miolo (fatores indesejaveis: falta de uniformidade, 10
aspero, compacto, seco)
Estrutura da célula do miolo (fatores indesejaveis: falta de 10
uniformidade, alvéolos muito abertos ou compacto)
SUBTOTAL 35
Valor
Aroma e gosto maximo Nota

Aroma (fatores indesejaveis: falta de aroma, aroma 10
desagradavel, ndo caracteristico, muito fraco ou forte)
Gosto (fatores indesejaveis: acido, ndo caracteristico, sabor de 15
goma ou massa, gosto residual)
SUBTOTAL 25
TOTAL 100




