PPG

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA

CENTRO DE TECNOLOGIA

.':'.Zj. . \
- _§.

| Mr—
SAPENTIADIFCES

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO

EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

ISABELLE DE LIMA BRITO

OTIMIZACAO DE BISCOITO TIPO COOKIE A BASE DE
QUINOA (Chenopodium quinoa Willd.) UTILIZANDO

PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DE MISTURA

JOAO PESSOA-PB

2013



PPG /\>

ISABELLE DE LIMA BRITO

OTIMIZACAO DE BISCOITO TIPO COOKIE A BASE DE
QUINOA (Chenopodium quinoa Willd.) UTILIZANDO

PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DE MISTURA

JOAO PESSOA-PB

2013



ISABELLE DE LIMA BRITO

OTIMIZACAO DE BISCOITO TIPO COOKIE A BASE DE
QUINOA (Chenopodium quinoa Willd.) UTILIZANDO

PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DE MISTURA

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pbs-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, Centro de Tecnologia,
Universidade Federal da Paraiba em
cumprimento aos requisitos para a
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos.

Orientador: Prof. Dra. Marciane Magnani

Co-orientador: Prof. Dr. Fabio Yamashita

JOAO PESSOA-PB

2013



B8620 Brito, Isabelle de Lima.

Otimizacao de biscoito tipo cookie a base de quinoa
(Chenopodium quinoa Willd.) utilizando planejamento
experimental de mistura / Isabelle de Lima Brito.- Jo&o
Pessoa, 2013.

64f. 1 il.
Orientador: Marciane Magnani

Co-orientador: Fabio Yamashita




ISABELLE DE LIMA BRITO

OTIMIZACAO DE BISCOITO TIPO COOKIE A BASE DE QUINOA (Chenopodium

quinoa Willd.) UTILIZANDO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DE MISTURA

Dissertacio APROVADA em 13/ Fevereiro /2013.

BANCA EXAMINADORA

1. Prof. Dra. Marciane Magnani — PPGCTA/CT/UFPB
Coordenador da Banca Examinadora

2. Prof. Dr. Evandro Leite Souza— PPGCTA/CT/UFPB
Examinador Interno

3. Prof. Dra. Tatiane Santi Gadelha -DBM/ CCEN/UFPB
Examinador Externo



Dedico esta conquista
Aos meus Pais, Antonio e Sonia
As minhas filhas, Ana Beatriz e Maria Leticia

Aos meus irmdos Christian, Janior, Lais e Livia e a minha méde do coragdo Lucia



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus pelas inimeras béncéos concedidas;

Ao0s meus pais, meus idolos e mestres, meu verdadeiro alicerce;

As minhas filhas, pela compreensdo nas auséncias, pela torcida em cada etapa e por
ser 0 motivo maior da minha forca, luta e esperanca de um mundo melhor;

A Lucia, minha mé&e do coracdo, que Deus colocou sabiamente no meu caminho;

Aos meus irmdos, Christian, Junior, Lais e Livia, que sdo parte de mim, com quem eu
pOSSO contar sempre e que me incentivaram e caminharam junto comigo a todo instante;

A0 meu esposo pela compreenséo e apoio;

Ao Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da
Universidade Federal da Paraiba pela oportunidade;

A minha orientadora, Marciane Magnani, pela presteza, dedicacdo e participacdo
efetiva no trabalho;

Ao meu co-orientador Fabio Yamashita pela disponibilidade, empenho e dedicacéo ao
trabalho;

Ao professor Evandro Leite pelas consideracdes na qualificacdo, pelo auxilio e
disponibilidade na confeccéo e submissao do artigo;

A Universidade Estadual de Londrina (UEL) pelo apoio no desenvolvimento do
trabalho;

Ao professor Raul Hernan Castro Gomez pela disponibilidade e ajuda nas analises de
fibras;

Aos meus amigos da P6s-Graduacdo que sempre fizeram a diferenca nessa minha
caminhada, em especial a Jacinete Lima, L6 Ruama Marques, Gerciane Silva, Luciana Brasil
Lucivénia Oliveira;

A Suénia Félix pela execucdo nas analises instrumentais;

A Kassandra Gadelha pelo incentivo e ajuda na execucio de varias etapas do trabalho;

A todos voluntarios que participaram da analise sensorial;

A CAPES pela bolsa de estudo cedida;

A todos que contribuiram de forma direta ou indireta para realizagdo desse trabalho;



“ Talvez ndo tenha conseguido fazer o melhor,
mais lutei para que o melhor fosse feito.

N&o sou o que deveria ser, mas gragas

a Deus, ndo sou o que era antes’.

Marthin Luther King



RESUMO

A quinoa (Chenopodium quinoa Willd) é um pseudocereal de origem andina, designado como
alimento funcional. A adicdo de quinoa como ingrediente de produtos de panificacdo afeta
positivamente as caracteristicas reoldgicas das massas devido a propriedades tecnolégicas de
suas sementes como solubilidade, capacidade de retencdo de agua, de geleificacdo e de
emulsificacdo. O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de formular um bicoito tipo
cookie a base de quinoa isento de gliten, com valor nutricional agregado e boa aceitagéo
sensorial. A partir de um planejamento experimental de misturas completo, foram
desenvolvidas 14 formulacdes com diferentes propor¢fes da mistura ternaria, composta por
farinha de quinoa (FI), flocos de quinoa (FL) e amido de milho (CS), a qual correspondeu a
55,7% do total em cada formulagdo. A receita base (agUcar, sal, &gua, fermento, 6leo e ovo
desidratado) foi mantida constante em todos os ensaios. As formulagGes foram caracterizadas
guanto aos parametros fisicos de cor, dureza e volume especifico (variaveis dependentes) e a
partir das analises dos efeitos de cada ingrediente da mistura, foram geradas equacbes de
modelos clbicos completos que se ajustaram aos dados experimentais (R%>0,94). O CS
apresentou efeito positivo na luminosidade dos biscoitos, porém propor¢des aumentadas de
FQ e FLQ resultaram em cookies mais escuros. FQ apresentou efeito negativo no volume
especifico dos biscoitos a medida que suas concentracdes aumentaram na mistura, em relacédo
FLQ e CS. No entanto, FQ e FLQ tiveram efeito sinérgico positivo na dureza dos cookies.
Com base nos modelos gerados e no perfil de desejabilidade, foi desenhada uma formulagao
otimizada para os parametros analisados,composta por 30% de FQ, 25% de FLQ e 45% de
CS. As andlises da formulacdo otimizada caracterizaram o cookie de quinoa como um produto
rico em fibra alimentar (11%), fonte de aminoacidos essenciais, acido linolénico e minerais. O
cookie a base de quinoa isento de gluten formulado foi bem aceito pelos provadores com
aceitacdo (7,0) revelando seu potencial de consumo. Considerando as caracteristicas
nutricionais do biscoito de quinoa otimizado, com destaque na sua composi¢do de acidos
graxos, teor de fibras, minerais e perfil aminoacidico, os resultados deste estudo indicam a
quinoa como um importante ingrediente promissor para enriquecimento nutricional de

produtos de panificacdo, em especial biscoitos do tipo cookies.

Palavras-chaves: produtos de panificacdo, quinoa, planejamento de misturas, otimizacéo



ABSTRACT

Quinoa (Chenopodium quinoa Willd) is a pseudocereal of Andean origin, designated as
functional food. The addition of quinoa as a food ingredient in bakery products positively
affects the rheological characteristics of the mass due to the technological properties of seeds
such as solubility, water holding capacity, gelation and emulsification. The present study was
aimed at formulating a cookie with gluten-free quinoa with added nutritional value and good
acceptability. From an experimental design of full mixtures, 14 formulations were developed
with different proportions of ternary mixture composed of quinoa flour (QF), quinoa flake
(QFL) and corn starch (CS), which corresponded to 55.7% of the total amount in each
formulation. The basic receipt (sugar, salt, water, yeast, oil and egg powder) was kept
constant in all tests. The formulations were characterized as to the physical parameters of
color, hardness and specific volume (dependent variables) and from the analyses of the effects
of each ingredient of the mixture, complete cubic model equations that fit to the experimental
data were generated (R? > 0.94 ). CS had a positive effect on the brightness of cookies;
however, increased QF and QFL proportions resulted in darker cookies. QF showed negative
effect on the specific volume of cookies as its concentration increased in the mixture,
compared to QFL and CS. However, QF and QFL had a positive synergistic effect on the
hardness of cookies. Based on the models generated and on the desirability profile, an
optimized formulation was developed, composed of 30% QF, 25% QFL and 45% CS. The
analyses of the optimized formulation characterized the quinoa-based cookie as a product rich
in dietary fiber (11%) and source of essential amino acids, linolenic acid and minerals. The
gluten-free quinoa-based cookie was well accepted by judges with acceptance (7.0), revealing
its consumption potential. Considering the nutritional characteristics of quinoa biscuit
optimized, with emphasis in composition of fatty acids, fiber, minerals and amino acid
profile, the results of this study showed that quinoa is an important and promising ingredient

for the nutritional enrichment of bakery products, especially cookie-type biscuits.

Keywords: bakery products, quinoa, mixture planning, optimization
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1 INTRODUCAO

A quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) € um pseudocereal de origem andina,
pertencente a familia das Chenopodeaceas, de elevado valor nutricional. No Brasil, seu
cultivo foi introduzido pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) na
ultima década, com o objetivo de adapta-la ao novo clima.

Possuidora de notdveis propriedades nutricionais, a quinoa apresenta proteinas de
elevado valor bioldgico de qualidade comparavel a caseina do leite. E também classificada
como um vegetal adequado a nutricdo humana por ser considerada fonte de vitaminas,
minerais, de interessantes proporg¢do de acidos graxos essenciais como linoléico e linolénico e
também vitamina E, além de conter na sua composicdo compostos antioxidantes como
polifendis, fitoesterais, flavondides com possiveis beneficios nutracéuticos.

Embora a quinoa apresente em sua composicdo, fatores antinutricionais como
saponinas, cido fitico, taninos e inibidores de tripsina, presentes em maior concentra¢do nas
camadas externas do gréo, estes sdo, geralmente removidos no processo de beneficiamento
durante as lavagens com agua fria ou na sua tostagem e abrasdo. Desta forma, a farinha e os
flocos de quinoa podem ser consumidos pela adicdo em alimentos, sendo também uma
interessante alternativa para formulagdes de alimentos isentos de glaten, destinados a celiacos.

Diversos estudos tém sido realizados com o objetivo de agregar valor nutricional a
produtos de panificacdo como pées, bolos e biscoitos pela adicdo de quinoa. Isto ocorre
devido a possibilidade de utilizacdo do amido presente na quinoa de forma semelhante ao
amido presente nos cereais, podendo ser usada como substituinte parcial ou total de produtos
amilaceos em diversas formulagBes. Entretanto, as formulacBes geralmente utilizam uma
menor propor¢do de farinha de trigo com o intuito de melhorar ou manter as caracteristicas
estruturais das massas. Dentre os produtos de panificacdo, o biscoito tipo cookie destaca-se
pelo paladar adocicado e aceitabilidade por individuos de todas as idades, além de apresentar
ampla vida de prateleira, mostrando-se uma formulagdo promissora para adicdo de
ingredientes que possam agregar valores nutricionais, como a quinoa.

Neste contexto, o presente estudo propds avaliar o potencial do uso da quinoa no
desenvolvimento de biscoito tipo cookie, sem adicdo de farinha de trigo, variando as
concentracdes de farinha de quinoa, flocos de quinoa e amido de milho em formulacdes

propostas por um delineamento experimental de misturas. Dessa forma, o objetivo do trabalho
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foi otimizar a formulacdo de biscoito tipo cookie isento de glaten a base de quinoa
(Chenopodium quinoa Willd) utilizando planejamento experimental de misturas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. QUINOA

2.1.1 Sementes, flocos e farinha de quinoa

A quinoa é referida como um pseudocereal ou pseudogrdo devido a possibilidade de
utilizacdo do amido de suas sementes de forma semelhante a cultura dos cereais. A semente é
comercializada na forma integral, de farinhas, flocos ou snacks expandidos. Pode ser
consumido cozido, adicionado a preparacGes, na formulacdo de café, cereais e alcool,
enquanto a farinha e flocossdo utilizadosno preparo de biscoitos, pdese
alimentos processados (BHARGAVA, 2005).

Cultivada tradicionalmente na regido Andina ha milhares de anos, a quinoa apresenta
cultura bem adaptada a diversas condigdes climéticas desfavoraveis (JACOBSEN, 2011)
como a baixo indices pluviométricos, baixa salinidade e qualidade do solo (RAZZAGHI et
al., 2012). Sua composi¢cdo em relacdo aos teores de minerais, vitaminas e polifendis podem
variar de acordo com o solo, adubacdo, irrigacdo, caracteristicas ambientais, climéticas e a
variedade estudada (HIROSE et al., 2010).

As sementes de quinoa sdo altamente nutritivas, devido a sua qualidade protéica, rica
em aminoéacidos essenciais e grande variedade de minerais e vitaminas. Possui propriedades
tecnoldgicas importantes como solubilidade, capacidade de retencdo de agua, capacidade de
geleificacdo, de emulsificacdo e formacdo de espuma, o que lhe permite uso diversificado
(ABUGOCH et al., 2008).

O nome quinoa se refere tanto a planta quanto a semente. E um fruto tipo arquénio que
apresenta a forma cilindrica achatada (Figura 1) e tamanho variando de 2 a 2,5 mm de
didmetro e 1,2 a 1,6 mm de largura (SPEHAR, 2002). A estrutura de sua semente € dividida
em pericarpo, episerma (testa), perisperma e embrido. O perisperma é o local de
armazenamento do amido, sendo portanto, o tecido de reserva nutricional da semente. Sua cor

é resultante da combinag&o da coloragdo do pericarpo e do episperma (BORGES et al., 2010).
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Figura 1. Representacdo esquematica do corte longitudinal do grdo de quinoa onde E:
endosperma, Pe: pericarpo, P: perisperma, R: radicula, F: funiculo, C: cotilédones, T: testa.
Fonte: PREGO et al.,1998.

Apesar das sementes, flocos e farinha terem a mesma origem, cada um passa por
processo de beneficiamento especifico, tais como lavagem, moagem e peneiragem. A forma
de preparo confere diferencas na composi¢ao fisico-quimica e teores de fibras destes produtos
(SPEHAR, 2006). As farinhas e os flocos devem ser fabricados a partir de matérias primas
limpas, isentas de matéria terrosa e parasitos. Ndo podem estar Umidas, fermentadas ou
rancosas e recebem o nome farinha ou flocos seguidos do nome do vegetal de origem
(BORGES et al., 2010).

Os flocos de quinoa séo obtidos através do amassamento do grdo, sem submeté-lo a
qualquer processo tecnologico complexo ou adicdo de formulagdes elaboradas,
(DEGASPARI, 2010). Ja a farinha pode ser obtida através da secagem da semente ap6s a
retirada de suas sujidades, com posterior secagem e moagem (LOPES et al., 2010).

Nutricionalmente, as farinhas de quinoa tém boa qualidade proteica sdo “isentas de
gluten” (CASTRO et al., 2007). Conforme Almeida et al. (2008) podem ser adicionadas para
fortificar produtos como os biscoitos, tornando sua proteina mais balanceada, desde que, essa
adicdo seja em proporgdes possiveis em relagdo ao ponto de vista tecnologico.

Harra et al. (2011) relataram que a utilizacdo da farinha de quinoa em substitui¢éo
total (100%) e parcial (50%) da farinha de trigo em cookies pode melhorar a qualidade
nutricional, além de influenciar positivamente a aceitacdo sensorial. Por sua vez, Castro et al.
(2007) estudaram a aceitacdo de preparacdes destinadas a pacientes celiacos e desenvolveram

biscoito de queijo, bolo de farinha de milho e tareco de fuba adicionados de flocos de quinoa
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e ndo observaram diferenca na aceitagdo em relacdo as formulagcfes controle e as isentas de
gluten enriquecidas com quinoa. Nesse contexto, Stikic et al. (2012) avaliaram a adigdo de
semente da quinoa como ingrediente na formulacdo de pao de trigo em até 20% e constataram
efeito positivo sobre as caracteristicas reoldgicas da massa, além do aumento do teor de
proteina do pdo que foram avaliados com melhor indice de aceitacdo do que o controle.

Nas camadas externas das sementes de quinoa, sdo encontrados em maiores
concentragdes, compostos antinutricionais como saponinas, fitatos, taninos e inibidores de
proteases, além de oxalato de calcio (COMAI, 2007; GOMEZ-CARAVACA et al., 2011).
Estes compostos s&o removidos com alguns processos como limpeza e lavagem. Ruales; Nair
(2003) constataram que através de processos térmicos o nivel de saponinas nas sementes de
quinoa pode cair de 31% a 0% do peso seco. Quanto ao teor de &cido fitico nas sementes
(cerca de 1% da matéria seca), é reduzido em 30% apds a lavagem e geralmente perdido apos

processamento das sementes de quinoa.

2.1.2 Importancia e compostos bioativos

A quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) é um pseudocereal e tem sido recentemente
designada como alimento funcional devido ao seu importante equilibrio aminoacidico,
presenca de polifendis e notavel teor de vitamina E; além disso, é considerada como fonte de
calcio, ferro, zinco e vitaminas (JAMES, 2009; REPOCARRASCO et al., 2003;
SCHOENLECHNER et al., 2010; JACOBSEN et al., 2011).

A qualidade proteica da quinoa é superior a dos cereais devido ao seu elevado teor de
lisina, metionina e treonina, sendo a digestibilidade dessas proteinas (83%) comparada a
qualidade proteica e digestibilidade da caseina do leite (91%) (RUALES; NAIR, 1993;
SCHOENLECHNER et al., 2010). Em relacdo aos grdos de cereais, a quinoa se destaca
quanto ao teor total de proteina em base seca (16,3%) sendo maior do que o da cevada (11%),
arroz (7,5%) e milho (13,4%), comparavel ao trigo (15,4%) e menor apenas, quando
comparadas as sementes de leguminosas (RUALES E NAIR, 1993; WRIGHT et al., 2002;
ABUGOCH et al., 2008). Conforme Jancurova et al. (2009), albuminas e globulinas
compdem a maior parte da proteina da semente da quinoa (44-47%).

Outra caracteristica da quinoa que vém aumentando o interesse pela sua utilizagdo na
alimentacdo humana é a sua composicao lipidica variando de 5 a 7%, sendo constituida por
acidos graxos insaturados, como linoléico ¢ a-linolénico, considerados benéficos a saude

humana (NG et al., 2007). Além da qualidade nutricional, os &cidos graxos da quinoa sao



15

consideraveis estaveis quanto a oxidacao lipidica, provavelmente devido aos elevados teores
de vitamina E presente na semente, atuando como antioxidante natural e garantindo maior
tempo de conservacdo (REPOCARRASCO et al., 2003; ALVAREZ-JUBETE et al., 2010;
STICK et al., 2012).

Nesse contexto, pesquisas recentes indicam que a sociedade moderna mostra crescente
preocupacdo com o impacto dos alimentos na salde humana, provavelmente devido ao maior
conhecimento da populacdo e a busca por alimentos que propocionem beneficios adicionais
ao organismo, além da nutricdo base. Desta forma, os consumidores tendem a preferir
alimentos que trazem, de forma clara, algum beneficio a saude (BITZIOS et al., 2011;
FALGUERA et al. 2012).

Annunziata e Vecchio (2011) relatam que o poder de percepcdo, por parte da
populacdo, em reconhecer alimentos intrinsecamente saudaveis, é determinante na hora da
aquisicdo dos produtos. Estes alimentos sdo designados funcionais quando, além de
fornecerem a nutricdo basica, promovem salde por meio de mecanismos ndo previstos pela
nutricdo convencional (SANDERS, 1998).

Portanto, avancos na tecnologia de alimentos e ingredientes de formulacdes, como a
quinoa, estdo associados a um melhor entendimento das propriedades de nutrientes
especificos, o que tem impulsionado mundialmente as industrias de alimentos funcionais
(FALGUERA et al., 2012). Dessa forma, estudos vém sendo realizados utilizando a quinoa
com o objetivo de investigar os possiveis beneficios que o seu consumo pode trazer a saude
humana.

De acordo com Quideau et al. (2011) os polifendis presentes na quinoa, podem
apresentar-se como fator de protecdo contra o desenvolvimento de doencas cardiovasculares,
tais como funcdo endotelial, agregacdo plaquetaria e estado de oxidacdo lipidica do plasma
sanguineo diminuindo a probabilidade de se desenvolver dislipidemias Ainda, podem atuar na
protecéo contra o cancer reduzindo danos no DNA (JAMES, 2009).

Para Fardet et al. (2011), os fitoquimicos presentes na quinoa, quando consumidos, sao
capazes de prevenir o acimulo de gordura no figado, impedindo ou limitando a deposicéo
dessa gordura, acelerando a sua remocao através da lipoxidacdo e/ou reduzindo a sintese de
acidos graxos e de triglicerideos. Kumpun et al.(2011) avaliaram a presenca de ecdisterdides,
fitoquimicos naturais existente na quinoa e sua estabilidade térmica. Sua fungéo na planta € de
protecdo contra insetos herbivoros e se mantém mesmo depois da coc¢do da semente, 0 que
mostra uma estabilidade durante o processamento de alimentos. Nos humanos, o0s

ecdisterdides quando consumidos, apresentam propriedades medicinais como reducdo da
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glicemia de pacientes diabéticos, reducdo dos niveis séricos de colesterol e possivelmente
prevencdo da osteoporose (GAO et al., 2008; SEIDLOVA-WUTTKE et al., 2010).

Segundo Cordeiro et al. (2012) a quinoa apresenta ainda na sua composi¢cdo, um
polissacarideos com atividade gastroprotetora nas mucosas gastricas de ratos lesionadas
através do uso de etanol.

Outro composto relevante da quinoa é o seu teor de fibras. Conforme a American
Association of Cereal Chemists (AACC) (2001) “Fibra alimentar ¢ a parte comestivel de
plantas ou carboidratos analogos que sdo resistentes a digestdo e absor¢do no intestino
delgado com fermentacdo completa ou parcial no intestino grosso e inclui polissacarideos,
oligossacarideos, lignina e substncias vegetais associadas. Esta fibra promove efeitos
fisioldgicos benéficos incluindo laxativo e/ou atenuacdo da hipercolesterolemia e /ou
atenuacao da hiperglicemia.”

A quinoa apresenta cerca de 7% a 9,7% da sua massa seca composta por fibras totais
(JAMES, 2009), tornando-se um alimento com boa fonte de fibras, j& que a Organizacdo
Mundial da Saide / OMS recomenda uma ingestdo diaria de 25 a 30g. Nesse contexto,
Gewehr (2010) realizou estudo com objetivo de avaliar a quantidade de fibras alimentares
totais e suas fragOes, existentes na semente, na farinha e nos flocos de quinoa (Quadro 1). Os
flocos de quinoa apresentaram uma maior distribuicdo entre as fracGes de fibras solUveis e

insolUveis, enquanto na farinha predominou a concentracdo de fibras insolUveis.

ComposicaoFibras Farinha de
Quinoa Flocos de Quinoa'  Gréo de Quinoa? Quinoa’
(% peso seco)
Fibras totais 9,82 1,1-10,7 9,65
Fibra Solavel 5,45 ND 1,3
Fibra Insolavel 4,37 ND 8,35

Quadro 1 - Comparacdo entre a composicdo de fibras entre os flocos, a farinha e o grdo de quinoa.
Fonte: Gewehr (2010); Leon e Rossel (2007); Ranhota et al (1993).
ND: N&o determinado

Para Repo-Carrasco et al. (2003) a fibra alimentar, existente na quinoa, auxilia na
protecdo contra o desenvolvimento de doengas crénicas, provavelmente devido a interacdo
dos bioativos com a microbiota intestinal humana, por exemplo. Esta interacdo contribui para

0 aumento do namero das bifidobactérias e dos lactobacilos, que desempenham um papel
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importante na saude, interferindo beneficamente no funcionamento do intestino e na absorgéo
dos nutrientes pelo individuo (WU et al., 2011, TUOHY et al., 2012).

Dessa forma, relatos envolvendo a elaboracdo e consumo de alimentos formulados a
partir de sementes de quinoa e seus subprodutos com propriedades funcionais, tém
demonstrado resultados promissores. Schumacher et al. (2010) elaboraram chocolates meio
amargos enriquecido com diferentes concentragfes de quinoa. Observaram aumento de
vitamina E em 9% e do teor de proteinas totais em 36,8%, quando comparado ao chocolate
padrdo e obtiveram um indice de aceitabilidade acima de 70%, com aprovacdo de 92% dos
provadores.

Farinazzi-Machado et al. (2010) inseriram durante trinta dias, quinoa em forma de
barras de cereais, na alimentacdo de estudantes de 18 a 45 anos, e verificaram reducédo
significativa nos valores de colesterol total, triglicerideos e LDL-c do grupo experimental.

Joye et al. (2011) elaboraram cereais matinais enriquecidos com farinha de quinoa e
correlacionaram o consumo diario de 30 gramas do produto com efeito hipotensor em
humano, devido a presenca de um neurotransmissor relacionado com a diminuicao da tensao
arterial em pacientes hipertensos.

J& Meneguetti et al. (2011) suplementaram a dieta de ratos, com extrato hidrolisado da
quinoa por 30 dias e verificaram diminuicdo no ganho de peso, da deposi¢do da gordura

abdominal, e dos niveis de triacilglicerdis nos ratos sedentarios e exercitados.

2.2. BISCOITOS: DESTAQUE PARA O TIPO COOKIE

De acordo com a ANVISA (1978), biscoito ou bolacha consiste num “produto obtido
pelo amassamento e cozimento conveniente de massa preparada com farinhas, amidos, féculas
fermentadas, ou ndo, e outras substancias alimenticias. O produto é designado de acordo com
0 componente que o caracteriza ou por nomes consagrados no mercado”. Para Bassinello et
al. (2011) biscoitos sdo produtos de panificacdo com grande interesse comercial, desde as suas
caracteristicas de producdo, comercializacdo e consumo. Tem grande aceitacdo e vida util
relativamente longa. Estes produtos tém sido enriquecidos para acrescentar as formulagdes
nutrientes como fibras e proteinas.

Apesar do biscoito ndo ser compreendido como alimento basico como o péo, é um
produto muito aceito por individuos de todas as idades e distribuido em grande escala devido
a sua longa vida de prateleira. Contemplam de varios atrativos, os quais vao desde suas

caracteristicas organolépticas, durabilidade e propriedades nutricionais agregadas. Por isso, ha
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uma tendéncia ao enriquecimento de formulagdes de cookies com fibra ou proteina, devido ao
forte apelo nutricional, além de ser considerado como um alimento amplamente consumido no
mundo (GUTKOSKI et al., 2003).

Nos ultimos anos, diversos estudos tém sido desenvolvidos com intuito de formular
novos produtos que atendam as necessidades e tragam um diferencial aos consumidores com
alimentos que possuam valor nutricional agregado (ANNUNZIATA; VECCHIO, 2011).
Dessa forma, os biscoitos tipo cookie tém sido desenvolvidos e classificados com bons indices
de aceitacdo contendo os mais variados ingredientes na sua composi¢do em substituicao total
ou parcial a farinha de trigo, tais como amaranto (CAPRILES, 2006), abdbora Kabutia
(FERREIRA et al,. 2007), café na forma de: bebida tipo expresso, café soluvel e café
torrado/moido (RODRIGUES, 2007), farinhas de sabugo de milho e casca de banana
(RIBEIRO et al., 2010), de feijao, lentilha e ervilhas de diferentes variedades (ZUCCO et al.,
2011), de arroz e farinha de trigo mourisco (TORBICA et al., 2012).

Nesse contexto, Bassinello et al. (2011) utilizaram farinha extrusada de subprodutos
industrias de arroz e feijao preto na formulacdo de cookies observando a viabilidade de se
obter produtos enriquecidos e aceitaveis utilizando co-produtos gerados pelas industrias de
processamento. Ja Gupta et al., (2011) enriqueceram cookies com a adicdo de cevada em
diferentes proporcGes em substituicdo parcial a farinha de trigo obtendo produtos com
elevados teores de minerais, fibras e antioxidantes. Agama-Acevedo et al. (2012) avaliaram a
digestibilidade in vitro de cookies enriquecido com banana verde, 0s quais representavam
menores teores de proteinas, maiores quantidades de fibra alimentar além de conter amido de
baixo indice glicémico, dessa forma, importante no tratamento de diabetes e obesidade, por

exemplo.

2.3 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DE MISTURA

O delineamento de misturas pode ser entendido como um caso especial da
metodologia do calculo de superficies de resposta, a qual utiliza ferramentas estatisticas e
matematicas para modelar, simular e otimizar uma determinada propriedade de uma mistura
em funcdo de seus componentes (MYERS et al., 2002). A modelagem de uma dada
propriedade usando essa metodologia de otimizacdo € muito comum em diversas areas
(CORREIA et al. 2004) e tem permitido, em todos os casos relatados, obter uma maior

confianca nos resultados e eficiéncia em termos de racionalizacdo de custo.
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A consideracdo basica é que a propriedade considerada depende exclusivamente das
fracBes dos componentes na mistura (X, que variam entre O e 1 e cuja soma € igual a unidade),
e ndo da quantidade da mistura (a propriedade é intensiva). Ou seja, o valor da propriedade
(ou sua resposta) é funcdo das proporcdes desses componentes e € inteiramente determinado
por elas. A funcdo resposta (superficie) pode geralmente ser expressa, na forma candnica,
como um polinémio de primeiro, segundo ou terceiro grau (CORNELL, 2002), e é calculada
por regressdo a partir de valores da propriedade, obtidos experimentalmente, para misturas
selecionadas.

A partir de um planejamento de misturas, a resposta ou propriedade muda somente
quando séo feitas alteragdes nas proporcdes dos componentes que fazem parte dessa mistura,
ou seja, ndo é possivel variar um ingrediente ou componente enquanto se mantém todos 0s
demais constantes. Portanto a finalidade principal de se utilizar essa metodologia € verificar
como as respostas ou propriedades de interesse sdo afetadas pela variacdo das proporgoes dos
componentes de mistura. Nesse caso, as propor¢des dos componentes (Xi — equacdo 1) nédo
sdo independentes, pois a soma de todas elas sempre tem que totalizar 100% (BARROS
NETO, 1996).

O estudo de planejamento de misturas tem encontrado larga aplicacdo na ciéncia, na
tecnologia e particularmente na inddstria, como uma tecnologia de qualidade para atingir a
exceléncia de um produto, otimizando produtos e processos, em termos de racionalizagdo de
custos e aceleracdo do ciclo de desenvolvimento, inclusive na industria de alimentos
(BARROS NETO et al.,1996; SCHABBACH et al., 2003).

Xi>0, X1+X2+X3+...+Xqg=1,0 (Equacéo. 1)

Diversas pesquisas em alimentos tém sido desenvolvidas utilizando ferramentas
estatisticas para producdo, desenvolvimento e otimizacdo de formulacGes para produtos
alimenticios. Sciarin et al. (2010) avaliaram o efeito de diferentes farinhas sem gldten e suas
misturas nas propriedades fisicas da massa de pdo. Os autores relataram que os pdes contendo
proporcdes da mistura de farinhas de arroz, milho e soja apresentaram atributos de qualidade
para o volume, aparéncia, textura, e durabilidade dos pdes, mesmo com a ausénca do gluten.
Ja Mastromatteo et al. (2011) otimizaram formulacéo de espaguete sem gliten a partir de um
planejamento esperimental de mistura composto por quinoa, soja e milho e observaram maior

influéncia do milho pré-gelatinizado nas caracteristicas reologicas da massa dentre os
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componentes da mistura. Souza, Menezes (2008) utilizaram planejamento de mistura para
formular misturas com castanha do Brasil e farinha de mandioca e processa-las por extruséo,
visando a obtencdo de produtos ricos em proteina vegetal, prontos para o consumo e de boa
aceitacéo.

Ainda nesse contexto, Maretti et al. (2010) desenvolveram formulagdes de biscoitos
otimizando a mistura ternaria composta por farelo de aveia, farinha desengordurada de soja e
maltodextrina em substituicdo parcial a farinha de trigo, concluiram que €é possivel
desenvolver formulacdes de biscoitos com bom indice de aceitacdo utilizando até 70,7% de
substituicdo da farinha de trigo pela mistura ternaria estudada, em diferentes proporcdes. Do
mesmo modo que Monaco et al. (2010) otimizaram chips produzidos a base de castanha e 0s
efeitos da mistura de lipidos, xarope de glucose e albumina com o objetivo de avaliar o
produto através do teste de aceitacdo que apresentou-se proxima do ideal quanto ao aspecto de
cor, dogura e crocancia. Battaiotto et al (2012) utilizaram a metodologia de superficie de
resposta como ferramenta para otimizar uma formulacdo de biscoito recheado obtendo um
produto com caracteristicas aceitaveis para as respostas investigadas de atividade de agua e

varios parametros de textura.



21

3 MATERIAL E METODOS

3.1. FORMULACAO DO BISCOITO

O experimento foi executado utilizando a formulacdo base apresentada na Tabela 1
desenvolvida por Pessanha (2009) com adaptacGes. A formulacdo base do biscoito composta
por farinha de quinoa (FQ), flocos de quinoa (FLQ) e amido de milho (CS) tiveram suas
proporcOes variadas em cada ensaio, de acordo com o planejamento experimental sempre
perfazendo total de 100%, enquanto os demais componentes da formula foram mantidos

constantes.

Tabela 1. Formulacédo base para o biscoito tipo cookie utilizando farinha e flocos de quinoa.

Ingrediente Quantidade (g) Quantidade (%)
Flocos de quinoa (FL)* 62
Farinha de quinoa (FQ)* 70 55,7
Amido de milho (CS)* 120
Fermento quimico 2,5
(bicarbonato de sodio)
Ovo integral em p6 12
Oleo de milho 60 44,3
Sal 4
Agua 60
Acucar 62

*Componentes da mistura ternaria, onde X;+Xo+Xx3=1.

3.2 PLANEJAMENTO DE MISTURA

No planejamento experimental da mistura foi empregado um delineamento fatorial
completo Simplex Lattice com pontos internos e centrdide global composto por trés variaveis
independentes, totalizando 14 experimentos (BARROS NETO et al.,1996). O modelo cubico
completo foi calculado de acordo com a formula descrita na Equagéo 1 para a mistura ternaria

sem restricbes para 0s niveis minimos e méximos. A ordem de execugdo dos ensaios foi
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estabelecida por sorteio, sendo as varidveis dependentes analisadas em cada ensaio: dureza,

cor e volume especifico.

y = b1*X1 + b2*x2 + b3*x3 + b12*x1*x2 + b13*x1*x3 + b23*Xx2*x3 + d12*x1*x2*(x1 - X2) +

d13*x1*x3*(x1 - x3) + d23*x2*x3*(X2 - x3) + b123*x1*Xx2*X3

onde:

(Equacdo 1)

y = variavel dependente ou resposta; b = coeficientes da equacgdo; x = variaveis independentes

Tabela 2. Planejamento de mistura tipo simplex lattice para formulacdo de biscoito tipo

cookie.
Formulago Fa_rinha de Flpcos de  Amido de Milho Total (%)

Quinoa (%) Quinoa (%) (%)

1 100 0 0

2 0 100 0

3 0 0 100

4 33 67 0

5 33 0 67

6 0 33 67

! 67 33 0 100

8 67 0 33

9 0 67 33

10 33,3 33,3 334

11 67 16,5 165

12 16,5 67 165

13 16,5 16,5 67

14 33,3 33,3 334
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3.3 MATERIA PRIMA E PRODUCAO DOS BISCOITOS

A farinha e flocos de quinoa (FQ) foram adquiridas da empresa Quinua Real (S&o
Paulo -Brasil). Os ovos desidratados em p6 foram cedidos pela empresa S.Trajano Aromas &
Ingredientes (Recife — Brasil). Os demais ingredientes foram adquiridos em comércio local.

Os ingredientes foram pesados separadamente, iniciando pela pesagem dos
ingredientes solidos e posteriormente dos liquidos. Apds a pesagem, os ingredientes foram
todos misturados até obter uma massa homogénea que foi fracionada em porcdes de 15 g e 0s
cookies, moldados com didmetro de 6 cm, distribuidos em forma untada e assados a 180°C
por 30 minutos. Apds resfriamento a temperatura ambiente, os biscoitos foram submetidos as

analises de cor, textura e volume especifico.

3.4 VARIAVEIS DEPENDENTES DO DELINEAMENTO INICIAL

3.4.1 Textura

A determinacdo de dureza dos biscoitos foi realizada em texturébmetro TA-XT2 plus
(Inglaterra) e os dados obtidos analisados pelo software Stable Micro System S® TE 32L
versdo 4.0. Cada amostra foi disposta horizontalmente numa plataforma e cortada ao meio
com “probe” em forma de lamina (HDP/3PB), com velocidade pré-teste de 1 mm/s de teste 3
mm/s e pos-teste de 10 mm/s, forca do trigger de 50 g e 5,0 mm de distancia, registrando-se a
forca de ruptura ou de quebra (dureza). Foram realizadas cinco repeticdes leituras para cada

formulacéo.

3.4.2 Cor

Os parametros de cor foram determinados utilizando um colorimetro digital Minolta
CR-300 (Osaka,Japdo). Foram determinados os parametros L* (Luminosidade), a*
(intensidade de vermelho / verde) e b* (intensidade de amarelo / azul) do sistema CIE-Lab
(Comission Internacionale d’le Ecleraige, 1986), utilizando iluminante D65, angulo de visao
8°, angulo padrdo do observador 10°, especular incluida. As analises foram realizadas em

triplicata.
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3.4.3 Volume especifico

O volume da amostra foi determinado pelo método de deslocamento de sementes de
paingo em proveta graduada de 1000 mL e a massa foi determinada em balanca analitica. O
volume especifico foi expresso em cm®.g™* (Gutkosky et al. 2007), sendo sua determinagdo em
cada ensaio realizada em triplicata.

Para obtencdo do planejamento experimental de mistura, analise dos dados e
construcdo dos modelos e dos graficos, utilizou-se o modulo “Mixture designs and triangular
surfaces” do programa Statistica 7.0 (Statsoft, 2004). Os modelos matematicos ajustados a
cada resposta foram submetidos & andlise de variancia (ANOVA) para determinar a
significancia do modelo de regressdo em nivel de 5% (teste F) e o coeficiente de determinacéo
ajustado (R® ajustado). Para estudo da significancia dos efeitos individuais na variavel

resposta, as variaveis dependentes foram ajustadas em nivel de 5% (p < 0,05).
3.5 PERFIL DE DESEJABILIDADE

A maximizacdo, a minimizagdo, o desenho das equacOes e o perfil de desejabilidade
foram gerados no programa Statistica 7.0 (Statsoft, 2004). O perfil de desejabilidade é a
funcdo de otimizacdo do programa que permite obter os valores 6timos dos parametros
investigados. Visando possibilitar uma comparacdo com os cookies de quinoa, biscoitos de
marca comercial, isentos de gluten foram analisados quantos a dureza, cor e volume
especifico gerando um modelo ideal para estes parametros.

J& o processo de otimizacdo dos ingredientes da mistura ternéria a partir das 14
formulacGes foi desenhado pelo perfil de desejabilidade para a producdo de um biscoito com
caracteristicas que apresentassem suas respostas dentro da regido 6tima encontrada pelo
biscoito comercial. Os resultados nas andlises das 14 formulagGes contrastados com 0s

resultados encontrados em cookies de marca comercial, gerou a formulagéo otimizada.
3.6 ANALISES FISICO-QUIMICAS
3.6.1 Composicao centesimal, pH, Aw e fibra alimentar

A determinacdo da composi¢cdo centesimal e Aw foram realizadas conforme as
metodologias da AOAC (2005) para umidade (925.09), gordura (2000.18), proteinas (939.02),
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cinzas (930.30) e Aw (978.18) e fibra alimentar (985.29). Os carboidratos totais foram
quantificados pelo método fenol-sulfurico (DUBOIS et al. 1956) com 6% de fenol e leitura a
490 nm utilizando glicose como padrdo. Os valores de pH foram mensurados utilizando
higrometro (Decagon Devices, modelo AQUALAB CX-2, Washington, EUA).

3.6.2 Valor Caloérico

O valor energético foi calculado utilizando a formula Atwater (FAO / WHO / UNO
1985) através dos fatores de conversdo de 4 kcal.g ™ para carboidratos e proteinas e de 9
kcal.g™* para lipidios, sendo o resultado expresso em kcal.g™.

3.6.3 Analises de minerais

A determinagdo de minerais foi realizada através do método de fotometria de chama
para K, enquanto P, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn e Zn foram determinados pela técnica da
espectrofotometria de absorcdo atbmica em aparelho espectrofémetro Varian, modelo Spectr
AA-200 VARIAN- (AOAC, 2005) na Universidade Federal de Vigosa.

3.6.4 Perfil de Aminoacidos

A analise do perfil de aminoacidos seguiu a metodologia descrita por White (1986),
que constitui uma hidrolise acida de acido cloridico com fenol a 1%, seguida de derivatacao
com o reagente Fenilisotiocianato (PITC). Os aminoacidos foram separados, identificados e
quantificados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE (VARIAN, Water 2690,
Califérnia, USA) e a deteccdo foi realizada em comprimento de onda de 254nm, a

temperatura de 35°C e fluxo de ImL/min.

3.6.5 Perfil de Acidos Graxos

A identificacdo e quantificacdo dos ésteres de acidos graxos foram realizadas
utilizando-se um cromatografo gasoso (VARIAN 430-GC, California, EUA), acoplado com
coluna capilar de silica fundida (CP WAX 52 CB, VARIAN, Califérnia, EUA). Foi utilizado

0 hélio como gas de arraste (vazdo de ImL/min). A temperatura inicial do forno foi de 100°C,
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com programacéo para atingir 240°C, aumentando 2,5°C por minuto, permanecendo por 20
minutos, totalizando 76 minutos de corrida. Os &cidos graxos foram identificados por
comparacdo dos tempos de retencéo dos ésteres metilicos das amostras com padrdes Supelco
ME19-Kit (Fatty Acid Methyl Esters C6-C22). Os resultados dos acidos graxos foram
quantificados por normalizacéo das areas dos ésteres metilicos e expressos em percentual de

area.

As anélises para a composicdo centesimal, pH, atividade de agua foram realizadas em
triplicata para obtencdo da média dos resultados.

3.7 ANALISES MICROBIOLOGICAS

Para avaliacdo microbiologica dos biscoitos foram realizados os controles
microbioldgicos preconizados pela legislacdo para biscoito segundo RDC n° 12 de 02 de
janeiro de 2001 (BRASIL, 2001) que aprova o regulamento técnico sobre os padrbes
microbioldgicos de biscoitos para contagens de coliformes totais e termotolerantes, bactérias
aerObias mesofilas, Staphylococcus coagulase-positiva, e verificagdo da presenca de
Salmonella spp. segundo metodologia preconizada pela American Public Health Association
(APHA, 2001).

Para a contagem de bolores e leveduras utilizou-se a técnica spread plate, onde 0,1 mL
de cada diluicdo foram espalhadas com auxilio de al¢a de Drigalsky na superficie de placas de
Petri contendo Agar Sabouraud, seguido de incubacdo a 25 °C por 3-5 dias segundo. Apds a

incubacdo, efetuou-se a contagem das col6nias, sendo os resultados expressos em UFC/g.

3.8 TESTE DE ACEITACAO

O Teste de aceitacdo global foi conduzido com 80 voluntarios ndo treinados, que
previamente foram submetidos a um questionario com dados pessoais. Posteriormente, foram
servidos os biscoito codificados (0 de quinoa e um biscoito similar, sem glaten, de marca
comercial) e avaliados quanto a aceitagdo global e intencdo de compra. Foi orientado a
ingestdo de agua entre a degustacdo de cada biscoito com o intuito de retirar o sabor residual e
a ndo interferéncia na avaliacdo do biscoito seguinte. Os julgadores eram estudantes,
funcionarios e professores da Faculdade Mauricio de Nassau (Jodo Pessoa), sendo 34,7% do

género masculino e 65,3% do sexo feminino, no qual 83% estavam compreendidos na faixa
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etaria de 18 a 40 anos enquanto 17% apresentavam-se acima de 40 anos. Esse teste foi
conduzido no laboratério da mesma institui¢do, na qual os participantes pertenciam.

Os atributos foram avaliados utilizando uma escala hedénica de 9 pontos para a
aceitacdo global, que contém os termos definidos entre “gostei muitissimo” ¢ “desgostei
muitissimo” contendo ponto intermedidrio com 0 termo “nem gostei; nem desgostei” de
(STONE; SIDEL, 1985). Para a intencéo de compra, 0s participantes responderam uma escala
de 5 pontos que expressa a vontade em consumir, adquirir ou comprar, um produto que lhe é
oferecido onde os termos eram definidos entre “provavelmente compraria” a “provavelmente
ndo compraria” e, no ponto intermediario “talvez compraria”. Os resultados foram obtidos
através da média dos valores.

Os testes de aceitacdo foram realizados ap6s aprovacdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Paraiba, com a
referéncia 0168/11.
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5. RESULTADOS

Os resultados estdo apresentados na forma de artigo intitulado “Otimizacdo de cookie
isento de gliten a base de quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) utilizando planejamento
experimental de mistura”, que foi submetido a revista LWT - Food Science and Technology,

classificada na area de Ciéncia de Alimentos da CAPES como A,

OBS. O artigo esta formatado nas normas da revista escolhida.
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Abstract

A formulation of a gluten-free quinoa (Chenopodium quinoa Willd.)-based cookie
was developed from experimental data generated from formulations containing different
proportions of quinoa flour (QF), quinoa flakes (QFL) and corn starch (CS) optimised for
parameters of hardness, colour and specific volume (dependent variables). CS had a positive
effect on the lightness of the cookies, but increases in the amounts of QF and QFL in the
mixture resulted in darker cookies. QF showed a negative effect on the specific volume,
producing less bulky cookies, and QF and QFL had a positive synergistic effect on the
hardness of the cookies. The optimised formulation composed of 30% QF, 25% QFL and
45% CS showed nutritional features that characterised the gluten-free quinoa-based cookie as
a product rich in dietary fibre (11%) and a good source of essential amino acids, linolenic acid

and minerals; the formulation also presented a good acceptance rate and purchase intention.

Keywords: bakery products, quinoa, mixture design, optimisation
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1. Introduction

The increasing consumer demand for foods that combine additional benefits in
addition to nutrients imposes on the food industry a need for advances in ingredients and
formulations, particularly for the production of functional foods (Falguera et al. 2012).
Quinoa (Chenopodium quinoa Willd) is a gluten-free pseudo-cereal that contains a high
amount of fibre, high biological-value proteins, essential fatty acids (w-3 and ®-6), vitamins,
and minerals (James, 2009). Consumed in natura or processed as flakes, flour, or snacks,
quinoa can also be used in the baking industry because the starch present in the seeds has
properties similar to those found in wheat (Gomez-Caravaca et al. 2011). In addition to
augmenting the nutritional value, the addition of quinoa has shown positive effects on the
rheological characteristics of baking products (Stick et al. 2011; Calderelli et al. 2010; Chillo
et al. 2009).

Among bakery products, cookie-type biscuits are highlighted due to their long shelf
life and wide acceptance by consumers of all ages (Chevallier et al. 2000), making these items
attractive in the development of alternative products, such as gluten-free foods. In the design
of new products, parameters such as texture, colour and volume, which directly influence
consumer acceptance, should be considered. Within this context, the experimental design of
mixtures is a tool that allows modelling by simulating and optimising certain properties of the
ingredients in a formulation, thus decreasing the production time and cost (Dutcosky et al.
2006; Schabbach et al. 2003).

Considering these aspects, the present study used the experimental design of mixtures
aimed to optimise a formulation of gluten-free quinoa-based cookies. The effects and
interactions of the components of the ternary mixture composed of quinoa flour, quinoa flakes

and corn starch and their effects on the texture, colour, and specific volume of the prepared
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cookies were considered. In addition, the cookies obtained using the optimised formulation

were characterised with regard to their nutritional and sensory aspects.

2. Material and Methods

2.1. Experimental design of mixtures

A full Simplex Lattice factorial was implemented for the experimental design of the
mixtures, with internal points and global centroid and without restrictions for minimum and
maximum levels, using the Statistica 7.0 software (Statsoft, 2004) (Table 1). The quinoa flour
(QF), quinoa flakes (QFL) and corn starch (CS) concentrations ranged in each assay,
amounting to 100% for the equivalent of 55.7% of the formulation, whereas the remaining

components remained constant (Pessanha et al. 2009).

The order of execution of the assays was randomised, and the dependent variables
analysed in each test were the hardness, colour and specific volume of the cookies. For each
dependent variable, a complete cubic model was generated according to Equation 1 (Cornell,

1981), which, after adjustment, is as follows:

y = bl.x1+b2.x2 + b3.x3 + bl2.x1.x2 + bl3. x1.x3+bh23.x2.x3 + d12.x1.x2.(x1 —x2) +

d13.x1.x3. (X1 — x3) + d23.x2.x3. (X2 — x3) + b123.x1.x2.x3 Equation (1)

where
y = the dependent variable or response; b = the equation coefficients and x = the independent

variables.
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2.2. Raw-material and production of cookies

QF and QFL were obtained from Quinoa Real Company (S&do Paulo, Brazil),
pasteurised egg powder was obtained from S. Trajano Aromas & Ingredientes Company
(Recife, Brazil), and the other ingredients (sugar, salt, baker’s yeast and soy oil) used for the
preparation of the cookies were obtained from local supermarkets in the city of Jodo Pessoa

(Paraiba, Brazil).

For the production of the cookies, after individual weighing, the solid and liquid
ingredients were manually mixed to obtain a homogeneous dough, which was fractionated
into 15 g portions and shaped as 6 cm diameter biscuits. The biscuits were baked at 180°C

for 30 minutes, cooled to room temperature and subjected to laboratory analyses.

2.3. Cookies hardness

The determination of the cookie hardness was performed using a TA-XT2 plus
texturometer, and the results were analysed using Stable Micro System TE 32 L S® Version
4.0 software. Each sample was placed horizontally on a specific platform and cut in half with
a "probe™ in a plate shape (HDP/3PB) at a pre-test speed of 1 mm/s, test speed of 3 mm/s and
post-test speed of 10 mm/s, with a trigger force of 50 g and 5.0 mm of distance. Five reading

replicates were performed for each cookie formulation.

2.4. Cookie colour
The colour analyses were performed using a Minolta CR-300 (Japan) digital
colorimeter. The parameters of L* (lightness), a* (red/green intensity) and b* (yellow/blue

intensity) of the CIE-Lab system (Comission Internationale d'le Ecleraige, 1986) were
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determined using illuminant D65, a viewing angle of 8° and standard observer angle of 10°,

with a specular included. The analyses were performed in triplicate (CIE, 1978).

2.5. Cookie specific volume

The sample volume was determined by the displacement of millet seeds in a 1000 mL
graduated test tube, and the dough was determined using an analytical balance (Hsieh, Huff &
Lue, 1991). The specific volume was expressed in cm®.g™?, and its determination in each

assay was performed in triplicate.

2.6. Cookie desirability profile

The maximisation, minimisation, design of equations and desirability profile were
generated using Statistica 7.0 software (Statsoft, 2004). The optimisation process of the
ternary mixture of the ingredients was designed from the desirability profile to produce a
biscuit possessing features of texture, colour, and specific volume within an optimal region.
The results of the analysis of the 14 formulations were compared with the results for
commercial gluten-free cookies for the same parameters, thus generating the optimised

formulation.

2.7. Nutritional characterisation of the optimised formulation

The optimised formulation, generated after the analysis of the desirability profile, were
subjected to moisture (925.09), total fat (920.39A), crude protein (N x 5.83) (990.03), ash
(930.30), dietary fibre (992.16), Aw (978.18) and pH analyses (947.05) according to AOAC
(2005). Carbohydrates were quantified using the phenol-sulphuric method (Dubois et al.
1956) with 6% of phenol (p/v); the absorbance at 490 nm was measured using glucose as a

standard. The minerals in the sample were quantified by the method of flame photometry for
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K; P, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn, and Zn were determined by atomic absorption spectrophotometry
using a Varian Spectr AA-200 model VARIAN spectrophotometer (ASSOCIATION OF
OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS, 1990). The energy value was calculated using the
Atwater formula (FAO/WHO/UNO, 1985) with the conversion factors of 4 kcal.g™ for

carbohydrates and proteins and 9 kcal.g™ for lipids; the results are expressed in kcal. g™.

The amino acids were separated, identified and quantified by high-performance liquid
chromatography — HPLC (VARIAN, Water 2690, California, USA) according the method
described by White (1986). Detection was performed at wavelength of 254 nm at 35°C and a

flow rate of 1 mL/min.

2.8. Sensory evaluation

A panel of 85 tasters was used, composed of panelists aged 18 to 65 years of both
sexes, for the analysis of global acceptance and purchase intent test (Meilgaard et al. 1987) of
the optimised quinoa cookies and commercial gluten-free cookies. Prior to the sensory
analysis, the cookies were subjected to a microbiological analysis using methods
recommended by the American Public Health Association (APHA, 2001) to ensure their
sanitary quality. In each session, samples coded with three random digits were served on
white dishes with the evaluation form and a glass of water to cleanse the palate between
samples. The panelists were instructed to evaluate, in general, the acceptability of each
sample using a 9-point hedonic scale in which 1 corresponded to entirely disliked, 5 to neither
liked nor disliked and 9 to entirely liked. A global test of purchase intent was conducted
simultaneously with the acceptance test using a 5-point scale in which the terms were defined
from "surely I would buy" to "most likely | would not buy", with "maybe | would buy" at the

midpoint.
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2.9. Statistical analysis

The independent and dependent variables were adjusted to a third-order model
equation and examined for quality of the adjustment. An analysis of variance was performed
to determine the lack of fit, and the significance of the effects and interactions of the
independent variables on each response (Table 2), considering each formulation with the
Fisher test, was also applied. The significance was evaluated by determining the degree of
probability considering a significance level less than 5%. The statistical analyses were
performed using Statistica 7.0 software (Statsoft, 2004). The physicochemical analyses were

performed in triplicate, and the experimental data are presented as average values.

3. Results and Discussion

3.1. Colour

The lightness (L* values) ranged from 58 to 90 in the fourteen evaluated cookie
formulations (Table 1). The determination coefficient (R?) of the model generated for this
parameter was 0.94, showing adjustment to the experimental data (Table 2 and Figure 1). The
highest values for lightness were observed for the formulations that contained a higher
amount of CS than QFL and QF in the mixture (Figure 1). A relationship between lightness
and the type of flour used in the formulation has been described for cookies (Zucco et al.
2011), which was observed in the present study because QF and QFL have a larger grain size
than CS (Table 2). Moreover, the high protein content of formulations with higher
proportions of QF and QFL may have contributed to decrease the lightness values of the
cookies (Table 2), most likely due to the increase of amino acids available for the Maillard

reaction, with a consequent increase of melanoidin formation, resulting in a darkening of the
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product (Singh & Mohamed, 2007; Secchi et al. 2011; Zucco et al. 2011; Bassinello et al.

2011).

The colour of the quinoa cookies may also have been influenced by the phenolic
compounds present in QF and QFL (data not shown). When phenolic compounds are present
in flours used as wheat flour substitutes in the preparation of bakery products, these
compounds can interfere with the colour of the final product (Takata et al. 2007), most likely
due to the oxidation and consequent formation of dark pigments (Adelakun et al. 2012).

The a* and b* values, corresponding to red/green and yellow/blue intensities,
respectively, ranged among the cookie formulations, but these variations were not significant,
indicating an absence of correlation between the a* and b* parameters and the CS, FLQ and

FQ proportions in the mixture.

3.2. Hardness

Values between 8.7 N and 75.7 N were found for the measurement of cookie hardness
(Table 1), and the R2 of the model generated for the experimental data was 0.94 (Table 2 and
Figure 2). The FQ and FLQ concentrations presented positive effects on the hardness of the
cookies, and the cookies prepared with higher amounts of CS showed the lowest hardness
values. Additionally, an increase in the hardness of the formulations was observed because
the effect of the interaction between FQ and FLQ or FQ and CS. However, when the amount
of FQ was lower or equal to FLQ or CS in the mixture, the cookie hardness decreased.
Previous studies reported that the inclusion of flour with an increased fibre content in cookies
resulted in increased hardness (Brenaan & Samyue 2004; Sudha et al. 2007), although other
studies related these results of increased hardness of bakery products to an increased protein

concentration in the formulation (McWatters et al. 2003; Pareyt et al. 2010). Considering that
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the fibre content of FLQ is 9.82% and of FQ is 9.65%, both the increase in the amount of

fibre and protein might have influenced the hardness of the quinoa cookies.

3.3. Volume

For the cookie volume, the model also showed a good adjustment with the
experimental data, with an R2 of 0.96 (Table 2 and Figure 3) and values ranging from 0.76 to
2.27 cm®.g™! (Table 1). FLQ and CS had the greatest positive effect on the volume of the
assessed cookies. In formulations with higher amounts of FQ in relation to FLQ and CS, the
cookies volume was lower, showing a negative interaction between FQ and FLQ or FQ and
CS (Table 2). In contrast, the interaction between FLQ and CS had positive effects when the
amount of FLQ was smaller than CS (F6 and F13), with the volume being greater. The effect
was the opposite (Figure 3) for the cookies prepared with FLQ in amounts larger than CS (F4,
F7, F12). The expansion of cookies is a primarily physical process controlled by the ability of
the ingredients to retain water (Kissel et al., 1975), thus an increase in the ingredients
possessing this property, for example, FLQ, causes a competition for the free water present in
the cookies, limiting the expansion rate. In addition, a correlation between an increase in the
protein content and a decrease in the expansion rate of cookies has been reported (Zucco et al.
2,011; Gupta et al. 2,010), which would explain the effect of decreased volume in the cookies

in the present study.

3.4. Desirability profile

In the analysis performed with the commercial gluten-free cookies, values of L* =
53.66, hardness = 56.99 and volume = 1.49 were found. After superposition of the contour
curves generated in the analysis of the fourteen cookie formulations developed in this study,

the desirability profile generated by Statistica 7.0 showed that the best response (optimal) was
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generated by the formulation containing 30% FQ, 25% FLQ, and 45% CS. The formulation
indicated (optimised cookie) values of L* = 71.26, hardness = 53.17 and specific volume =
1.2, validating the optimisation of the mixture composed of FQ, CS and FLQ designed by the

analysis of the experimental data.

3.5. Characterisation of the optimised cookie

Each 100 g of gluten-free quinoa cookies presented 7.09 g of protein and a caloric
value of 56.13 kcal unit. The optimised cookie was characterised as fibre-rich product due to
its high content of dietary fibre, which was 11 g/100 g. Considering the recommended fibre
intake (25 to 30 g of fibre per day) by FAO/WHO for adults to assist in the prevention of diet-
related chronic diseases, the consumption of four quinoa cookies (as prepared) would supply
approximately 22% of the minimum daily recommended intake of fibre. The Aw and
moisture values for the cookies were 0.37 and 3.33 g 1009, respectively, indicating a product
with good storage stability. The moisture values in the optimised quinoa cookies were below
those reported in other studies involving cookies enriched with barley (Gupta et al., 2011),
unripe banana flour (Agama-Acevedo et al. 2012) and black bean and rice flour (Bassinello et
al. 2011). Low moisture is a positive parameter related to crispness, an important desirable
attribute in such cookies (Pareyt, B. & Delcour J.A.,2008) as those formulated in the present
study. From the identification of the minerals present in the quinoa cookies (Table 3), the
consumption of 100 g of biscuits supplies the daily requirement of Zn, Mn and Fe at 21.88%,
18.25% and 40%, respectively, according to RDI (2002). These minerals have important
roles in the maintenance of health, cell growth and proliferation, metabolism, development

and immunological functions (Sandstead et al. 2,008; Legrand et al. 2006).

Of the total fatty acids identified in the quinoa cookies, 60.53% were of

polyunsaturated fatty acids, 23.41% were monounsaturated fatty acids, and 17.45% were
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saturated fatty acids. The average content of desirable total fatty acids calculated for the
quinoa cookies corresponded to 87% of its lipid content (Table 4). The levels of
polyunsaturated fatty acids found in the optimised cookies were higher than those found
(56.14%) for quinoa grains (Calderelli et al. 2010). Importantly, the heat applied during the
processing of the evaluated cookies might have significantly decreased the amount of fatty
acids in the final product; however, quinoa presents oxidative stability even at high
temperatures, most likely due to the high vitamin E content (Ng et al. 2007).

In the amino acid profile analysis of the optimised quinoa cookies, twelve different
amino acids were identified, including the essential amino acids valine, methionine,
isoleucine, threonine and phenylalanine (Table 5). The same amino acids have been
described for wholegrain quinoa (Stikic et al. 2012; James, 2009) in amounts similar to those
found in the cookies assessed in the present study, indicating that these amino acids were

retained in the cookies even after the heat applied during their processing.

3.6. Sensory analysis

The average acceptance rate obtained for the quinoa-based gluten-free cookies was
6.8, whereas the average acceptance was 7.6 for the gluten-free commercial cookies. The
specific features of products made with quinoa, such as a fibrous consistency and an
aftertaste, may have influenced the assignment of lower values to the quinoa cookies
compared to the gluten-free commercial cookies. However, for those tasters who are
consumers of wholegrain products, this fact could have less affected the acceptance of the
product. With regard to purchase intention, the average value of 4 revealed that the panelists

would most likely buy the quinoa cookies.
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4. Conclusions

Based on the optimisation of the ternary mixture of FQ, FLQ and CS using
experimental mixtures for the analysis of the parameters of hardness, colour and specific
volume, the quinoa-based gluten-free cookies were found to be a good source of fibre, amino
acids, essential fatty acids and minerals. The prepared cookies showed an interesting
acceptance and satisfactory purchase intention, revealing their potential for consumption by
the general population and as a particularly interesting option for individuals with celiac
disease. Additionally, from the results obtained in this study, it could be inferred that quinoa
can serve as an important ingredient for the enrichment of gluten-free cookies, improving

their nutritional quality and functionality.
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Figure 1. Contour curves relating the lightness (L*) of the cookies produced from a ternary

mixture of corn starch (CS), quinoa flour (QF) and quinoa flakes (QFL)
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Figure 2. Contour curves relating the hardness (N) of the cookies produced from a ternary

mixture of corn starch (CS), quinoa flour (QF) and quinoa flakes (QFL)
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Figure 3. Contour curves relating the specific volume (cm*.g™) of the cookies produced from

a ternary mixture of corn starch (CS), quinoa flour (QF) and quinoa flakes (QFL)
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Experimental design of a simplex-type lattice mixture for the formulation of cookies in actual

proportions of the ingredients and pseudocomponents in the mixture and average values of the

variables of colour, hardness and specific volume.

Proportion of ingredients in the mixture Response
Percentage of added Amount of ingredients
F ingredients (9) Y1 Y, Ys Y, Ys
QF QFL CS QF OQFL CS
(x) (%) (Xa) (x) () (xq) (N)  (emg?h
1 1 0 0 252.00 - - 465 32.27 6154 51.11 0.80
2 0 1 0 - 252.00 - 466 30.55 60.66 70.14 1.63
3 0 0 1 - - 252.00 -3.33 23.22 89.76 8.67 1.57
4 033 067 O 83.16 168.84 - 5.48 3449 6459 44.05 0.76
5 033 0 0.67 83.16 - 168.84 4.99 3181 70.61 9.56 0.85
6 0 0.33 0.67 - 83.16 168.84 155 2797 75.65 19.67 2.27
7 067 033 O 168.84 83.16 - 8.61 3294 59.10 75.74 0.81
8 0.67 O 0.33 168.84 - 83.16 8.54 33.61 60.98 70.40 0.83
9 0 0.67 0.33 - 168.84 83.16 7.07 32.28 64.13 50.92 1.88
10 033 033 034 83.92 8392 84.17 10.02 34.10 58.02 59.83 0.98
11 0.67 0.17 0.17 168.84 41.58 41.58 464 3141 61.23 66.68 0.92
12 0.17 0.67 0.17 4158 168.84 41.58 436 3354 64.72 4257 0.90
13 0.17 0.17 0.67 41.58 41.58 168.84 438 30.50 72.58 13.38 1.83
14 0.33 0.33 0.33 83.92 8392 84.17 457 34.06 58.98 54.94 0.97

F, Formulations generated by the experimental design of mixtures; QF, quinoa flour; QFL,

quinoa flakes; CS, Corn starch; Y1 colour a*, Y2 colour b*, Y3 colour L*, Y4 hardness, Y5

specific volume
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Table 2

Regression coefficients and mathematical equation models of response variables.

Parameter Model equations R°  Adjusted R
Y, L*=61.17*A + 62.13*B + 90.72*C — 50.38*A*C — 32.82*B*C 0.94 0.92
H =49.8*A + 70.05*B + 4.94*C + 60.34*A*C + 213.93*A*B*(A-
Y,  B)+259.77*A*C*(A-C) 0.94 0.90

Specific = 0.86*A + 1.67*B +1.58*C — 2.47*A*B — 1.78*A*C
Y, +1.84*B*C + 2.96*A*B*(A-B) — 4.29*B*C*(B-C) 0.96 0.90




Table 3

Nutritional assessment of quinoa-based gluten-free cookie formulations.
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Analysis Mean value*
Proteins (g 100 g ) 7.09 +0.19
Carbohydrates (g 100 g ™) 63.11+ 4.28
Lipids (g 100 g ™) 18.69 + 0.22
Ash (g100g ™) 2.24 +0.02
Moisture 3.33+0.06
Fibre (3 100 g ™) 11+ 0.01

pH 6.4 +0.04
Aw 0.37+£0.19
Ca(mgg™ 1.7

Mg (mg g ™) 0.8
K(mgg™ 7.3
P(mgg™ 2.0
Cu(mgg™ 2.60
Zn(mgg™) 1.75

Mn (mg g ™) 0.72

Fe(mgg™ 1.5




Table 4

Fatty acid profile of quinoa-based gluten-free cookies.
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Fatty acid Name %
C14:0 Myristic acid 0.093
C16:0 Palmitic acid 11.540
C17:0 Margaric acid 0.046
C 18:0 Stearic acid 3.483
C 20:0 Eicosanoic acid 2.292
Ci16:1 Palmitoleic acid 0.239
C18:1 Oleic acid 22.928
C20:1 Eicosanoic acid 0.244
C18:2 Linoleic acid 53.867
C18:3 (0—3) a-Linoleic acid 6.392
CLA-C18:2 Conjugated linoleic acid 0.121
C20:4 (0—6) Arachidonic acid 0.094
AGD* 87.43
Al** 0.14

*Desirable fatty acids, as represented by the sum of the proportions of C 18:0 + MUFA +

PUFA

**Atherogenicity index (Al) = ¢12: 0 + (4 * C14: 0) + ¢c16: 0/ MUFA + PUFA



Table 5

Amino acid profile of quinoa-based gluten-free cookies.

Amino acid* Quinoa cookie
Aspartic acid 8.87
Glutamic acid 13.61
Serine 5.06
Glycine 4.67
Histidine 9.35
Threonine 9.03
Arginine 0.79
Tyrosine 3.31
Valine 4.85
Methionine 1.72
Isoleucine 6.85
Phenylalanine 1.83

*Amounts in % for each gram of protein

QF quinoa flour, QFL quinoa flakes, QC quinoa cookies
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os componentes da mistura ternaria (FQ, FLQ e CS) e suas propor¢oes afetaram os
pardmetros de dureza, cor e volume especifico dos biscoitos obtidos atraves das 14
formulacbGes desenhadas pelo planejamento de mistura, comprovando sua eficiéncia na

reducao de tempo e custo no desenvolvimento do trabalho.

A partir da otimizacédo, foi possivel a obtengdo de uma nova formulacdo de cookie
isento de gluten a base de quinoa com caracteristicas fisicas que se aproximassem do que seria
0 ideal. Esta apresentou ainda caracterisiticas nutricionais relevantes além de boa aceitacéo e

intencdo de compra por parte dos consumidores.

A quinoa mostrou-se como um importante ingrediente para enriquecimento de
biscoitos tipo cookie, isento de gluten, melhorando sua qualidade nutricional e funcional com
relevante potencial de mercado para a populacdo em geral, mas também por apresentar-se

como uma opcao interessante para individuos celiacos.

De modo geral pode-se concluir que a quinoa possui caracteristicas nutricionais e
tecnoldgicas favoraveis na producdo de alimentos diferenciados, podendo ser alvo de futuras

pesquisas visando o enriquecimento de alimentos e/ou formulagdes de novos produtos.



7. ANEXO

ANEXO 1 - Comprovante de submissdo do artigo
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ANEXO 1

Ms. Ref. No.: LWT-D-13-00124

Title: Optimisation of a gluten-free quinoa (Chenopodium quinoa Willd.)-based cookie using an
experimental mixture design

LWT - Food Science and Technology

Dear Dr. Marciane Magnani,

Your submission "Optimisation of a gluten-free quinoa (Chenopodium quinoa Willd.)-based cookie
using an experimental mixture design" has been assigned manuscript number LWT-D-13-00124.

To track the status of your paper, please do the following:

1. Go to this URL: http://ees.elsevier.com/Iwt/

2. Enter your login details

3. Click [Author Login]
This takes you to the Author Main Menu.

4. Click [Submissions Being Processed]

Thank you for submitting your work to LWT - Food Science and Technology.
Kind regards,

LWT - Food Science and Technology
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Please note that the editorial process varies considerably from journal to journal. To view a sample

editorial process, please click here:
http://ees.elsevier.com/eeshelp/sample editorial process.pdf

For further assistance, please visit our customer support site at
http://help.elsevier.com/app/answers/list/p/7923. Here you can search for solutions on a range of
topics, find answers to frequently asked questions and learn more about EES via interactive tutorials.
You will also find our 24/7 support contact details should you need any further assistance from one of
our customer support representatives.
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