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RESUMO

Neste trabalho, foi realizado um estudo sobre a producdo de pées de fermentacdo natural ou
“sourdough”, baseado na hipotese que este processo possa apresentar papel bem definido na
melhoria do sabor, da estrutura de pédo, na estabilizacdo ou aumento dos niveis de varios
compostos bioativos, retardamento da biodisponibilidade do amido (baixo indice glicémico)
e no aumento da biodisponibilidade de minerais.. Elaborou-se pées que foram produzidos via
fermentacdo “sourdough” utilizando os microrganismos Kluyveromyces marxianus, Dekkera
bruxellensis e Lactobacillus plantarum como cultura de partida. A partir de sete amostras
resultantes de um delineamento de mistura Simplex-Centroide, determinou-se o volume
especifico dos pées e o pH, acidez e as células vidveis durante a fermentacdo “sourdough”.
Observou-se que pao produzido com Lactobacillus plantarum foi 0 que apresentou o menor
volume especifico e a mistura entre K.marxianus e L. plantarum exerceu influéncia positiva,
acarretando o maior volume especifico. Durante a fermentacdo “sourdough” houve reducao
dos valores de pH e aumento da acidez. Através da analise sensorial verificou-se a boa
aceitabilidade para os pées produzidos com a mistura entre D.bruxellensis e K.marxianus e
para a mistura entre o0s trés micro-organismos. Estes resultados indicam que o tipo de cultura
de partida influéncia nos pardmetros de qualidade dos pées avaliados. No entanto, novos
estudos, envolvendo outras variaveis do processo de fermentagdo “sourdough” devem ser

feitos para melhor avaliacdo.

Palavras-chave: Fermentagdo “sourdough”. Pdo. Analise sensorial.



ABSTRACT

In this work it was studied the formulation and production of natural-fermentation breads,
also known as “sourdough”, based upon the fact that this process may play a well-defined role
in the improvement of flavor, the structure of bread, in the stabilization or increase of the
levels of several bioactive compounds, the bioavailability of slow starch (low glycemic index
products), and in improving the bioavailability of minerals in this highly consumed product.
Breads were produced by fermentation "sourdough” using Kluyveromyces marxianus,
Dekkera bruxellensis, and Lactobacillus plantarum as starting cultures. The seven samples
derived from a design mix-Simplex Centroid determined the specific volume of breads and
pH, acidity, and viable cells during fermentation "sourdough.” It was observed that bread
produced with Lactobacillus plantarum presented the lowest specific volume, while the mix
of K.marxianus and L.plantarum exerted positive influence, leading to the high specific
volume. During fermentation "sourdough™ there was a reduction in the pH and an increase in
acidity. For the sensorial analysis, there was high acceptability for the bread produced with
the mixture of D. bruxellensis and K. marxianus and the mix between the three
microorganisms. These results indicate that the type of starting culture have strong influence
on the quality of bread parameters evaluated. However, further studies involving other
process variables fermentation "sourdough™ must be carried out in order to better understand

this technical product.

Keywords: Fermentation "sourdough”. Bread. Sensory analysis.
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INTRODUCAO

A industria de panificacdo vivencia uma revolucdo ao longo dos Gltimos 150 anos.
Pequenas padarias artesanais deram lugar a padarias industriais. A produtividade tornou-se a
chave do sucesso. Diferentes tecnologias de panificacdo foram desenvolvidas para responder
melhor as exigéncias do novo mercado. A principal conseqliéncia desta evolucgdo foi reducédo
do interesse pelo pdo produzido com processos de longa fermentacéo.

O renascimento da aplicagdo da fermenta¢do “sourdough” na fabricacdo de pdes é
motivada pelos efeitos benéficos deste tipo de fermentacdo no sabor, textura, vida util e
propriedades nutritivas do pdo e de outros produtos assados (GANZLE et al., 2007).

O “sourdough” uma mistura de farinha e dgua fermentada com leveduras e bactérias
laticas, ¢ a base para a produgdo de pao “sourdough”. As bactérias lacticas causam
acidificacdo através da producéo de acido lactico que aumenta a vida util do péo, impedindo o
crescimento de micro-organismos indesejaveis e afetando no seu valor nutritivo através do
aumento da disponibilidade de sais minerais e outros compostos bioativos. Além destas
vantagens, os efeitos estruturais do “sourdough” na massa do pdo podem ser devidos a
influéncia direta do pH baixo na estrutura de formagdo dos componenstes da massa tais como
o glaten, amido e arabinoxilanos. Tem sido observado também que, quando o “sourdough” €
adicionado, ocorre mudangas nas propriedades reoldgicas fundamentais de massa, tornando-a
mais macia, menos elastica e, portanto, facilmente extensivel (CLARKE, SCHOBER &
ARENDT, 2002). Os micro-organismos podem ser oriundos de contaminantes naturais
selecionados na farinha ou de culturas “starter” contendo uma ou mais espécies conhecidas

de bactérias lacticas e leveduras.

As propriedades do “sourdough” dependem de varios fatores, tais como o0 processo do
“sourdough” e dos micro-organismos envolvidos (LONNER; PREVE-AKESSON, 1989). A
fermentacdo “sourdough” tem sido amplamente estudada devido a sua natureza complexa,
pois ainda ndo é um processo bem compreendido. Os micro-organismos envolvidos na
fermentacdo “sourdough”, tradicionalmente, desenvolvem-se naturalmente, mas a fim de
controlar o processo fermentativo e otimizar os beneficios da fermentacdo, ha grande interesse

no uso de novas e definidas culturas “starters”.
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JUSTIFICATIVA

O processo tradicional de producdo de pdo “sourdough” tem obtido sucesso nos
altimos anos, devido a crescente demanda dos consumidores por alimentos naturais,
saborosos e saudaveis (BRUMMER; LORENZ, 1991; THIELE et al, 2002;. LOPEZ et al,
2003).

A fermentacdo “sourdough” tem papel bem definido na melhoria do sabor e da
estrutura de pdo. No entanto, o potencial desta fermentacdo em melhorar as propriedades
nutricionais dos produtos a base de aveia, centeio e trigo, somente nos ultimos anos vem
ganhando destaque. A fermentagédo “sourdough” pode modificar as propriedades nutricionais
dos cereais de varias maneiras: melhorando a textura e a palatabilidade dos grdos integrais,
ricos em fibras ou produtos sem gluten, estabilizando ou aumentando os niveis de varios
compostos bioativos, retardando a biodisponibilidade do amido (baixo indice glicémico) e
aumentando a biodisponibilidade de minerais. Novas aplicacGes interessantes para 0
“sourdough” continuam ainda sendo exploradas, tais como o uso de culturas “starters”

prebidticas ou a producdo de novos tipos de compostos bioativos (KATINA et al., 2005).
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OBJETIVOS

1.1 Objetivos gerais

Estudar a viabilidade de transformar o processo ‘“sourdough” em um sistema
padronizado, com condicGes de fermentacdo controladas utilizando cepas conhecidas de

leveduras e bactérias laticas.

1.2 Obijetivos especificos

a) Produzir de biomassa dos microrganismos selecionados para serem utilizados na
producéo dos paes;

b) formular pdes baseadas nas condigdes de fermentacdo, quantidade e tipo de cepas
usadas;

c) analisar sensorialmente estes produtos, atraves de testes de aceitacdo de atributos.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.3 Pao

Segundo a Resolugdo RDC n.° 263 de 22 de setembro de 2005 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria - ANVISA (BRASIL, 2005) o pao “[...] € o produto obtido da farinha de
trigo e/ou outras farinhas, adicionado de liquido, resultantes do processo de fermentacdo ou
ndo e cocgdo, podendo conter outros ingredientes, desde que ndo descaracterizem o produto, e
pode apresentar cobertura, recheio, formato e textura diversos”.

1.4 Caracteristicas e funcGes dos ingredientes

Os principais ingredientes em panificacdo dividem-se em dois grandes grupos:
essenciais (farinha de trigo, agua, fermento biologico e sal) e ndo essenciais (agucar, gordura,
leite, enzimas e outros) (CANELLA-RAWLS, 2005).

1.4.1 Farinha de trigo

A farinha de trigo é definida como um produto obtido da moagem do grdo de trigo
Triticum aestivun, ou de outras espécies do género Triticum (OSORIO; WENDT, 1995).
Os componentes da farinha de trigo (base seca) podem ser classificados em seis
grupos: amido; proteinas armazenadas (gluten); polissacarideos ndo-amilaceos (pentosas);

lipideos; proteinas solveis em agua (albumina e globulina) e cinzas (CAUVAIN, 2009).

O amido, que constituiu 65% da farinha comum (base de 14% umidade) possui
influencia decisiva no processo de assamento, quando gelatiniza, e durante o subsequente
armazenamento, quando a retrogradacao € a principal responsavel pelo envelhecimento do
pdo. A proteina armazenada encontrada na farinha ndo é, no sentido exato, o gluten: este
termo designa as glutelinas hidratadas (glutenina) e as prolaminas (gliadinas) formadas
qguando a massa (farinha e agua) é misturada. Da proteina total na farinha de trigo, cerca de
um sexto € proteina sollvel (albuminas e globulinas), portanto uma farinha com 12% de
proteina contém cerca de 10% de glaten (CAUVAIN, 2009).

Para 0 mesmo autor, 0s polissacarideos ndo-amilaceos (insollveis em agua — Xxilanas;

soluveis em agua — arabinoxilanas e arabinogalactanas) representam apenas 2-2,5% da
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farinha, mas possuem grande influéncia sobre as propriedades da massa. As pentosas sdo
gomas; absorvem diversas vezes seu peso em agua, formando solugdes altamente viscosas. A
propriedade de absorcdo de &gua das pentosas exerce influéncia nas massas de farinha de
trigo, e a viscosidade, devido as pentosas soliveis em éagua influencia 0 comportamento

viscoelastico da massa.

A farinha de trigo contém cerca de 2,5% de lipidios, que durante o processo de mistura
formam complexo com o glaten. Exercem influéncia importante sobre o desempenho no
assamento, principalmente em relacdo ao salto de forno (volume do produto). O contetdo de
cinzas varia na farinha em torno de 0,5% (conforme a extragdo, durante processo de
moagem), este material inorgénico possui pouca influéncia sobre a formacdo da massa
(CAUVAIN, 2009).

A qualidade do gré@o de trigo pode ser definida como resultado da interacdo que a
cultura sofre no campo, as condi¢des do solo, clima, incidéncia de pragas e moléstias, manejo
da cultura, cultivar, bem como das operac6es de colheita, secagem, armazenamento, moagem
e das caracteristicas genéticas (POMERANZ, 1987). As avaliacdes fisicas, reoldgicas e
funcionais de trigos séo de vital importancia para a industria de panificacdo, pois permitem

definir a proporcéo a ser utilizada nas mesclas de trigos e de farinhas (RAO; RAO, 1993).

1.4.2 Agua

A agua é um ingrediente diluente que interfere diretamente nas caracteristicas do
produto final. A agua deve ser potavel ou mineral com dureza média, pH neutro ou
ligeiramente acido (QUAGLIA, 1991; CANELLA-RAWLS, 2005). A agua tem importancia
na formacdo da massa, hidrata a farinha, assegura a unido das proteinas que dao origem ao
glaten e ao mesmo tempo fornece meio propicio ao desenvolvimento da atividade enzimatica
e, consequentemente, a fermentacdo do pdo (VITTI, 2001). Ainda, a &gua permite que durante
0 processo de cozimento do pdo ocorra o fenbmeno de gelatinizacdo do amido, além de
controlar a maciez e palatabilidade do pdo (BENNION, 1970).

A quantidade, gualidade e temperatura da agua a ser adicionada nas formulacdes de
panificacdo tém importancia fundamental no transcorrer do processo e influéncia direta sobre
0s produtos obtidos (GRANOTEC DO BRASIL, 1998).
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1.4.3 Fermento biol6gico

Segundo a ANVISA (BRASIL, 1977) “fermento biologico” ou “levedura ativa” é o
produto obtido de culturas puras de leveduras (Saccharomyces cerevisiae) por procedimento
tecnoldgico e empregado para dar sabor proprio, aumentar o volume e a porosidade dos
produtos forneados.

No processo de panificacdo, sua principal funcdo é a de provocar a fermentacdo dos
acucares, produzindo gas carbdnico, que ao mesmo tempo é responsavel pela formacdo dos
alvéolos internos e pelo crescimento da massa (VITTI, 2001).

O fermento também exerce influéncia sobre as propriedades reoldgicas da massa,
tornando-a mais elastica e macia (PAVANELLI, 2000), e ainda, produz um conjunto de
compostos quimicos responsaveis pelo sabor caracteristico do pdo (QUAGLIA, 1991).

1.4.4 Acgucares

Embora outros adogantes possam ser utilizados na elaboracdo de produtos de
panificacdo o0 agucar comum ou sacarose é o mais versatil e capaz de desempenhar funcdes
especificas de maneira controlada. Os acUcares tém a funcdo de melhorar a cor da crosta,
sabor e aroma do péo, além de contribuir para a textura e aumentar a retencdo de umidade e
maciez (PYLER, 1988). Porém, seu uso em excesso retarda a acdo do fermento, devendo ser

balanceado com os demais ingredientes.

1.4.5 Gordura

A gordura tem a funcdo de lubrificar o gluten, o que contribui para melhorar as
propriedades de expansdo da massa, e gerar pdes com volumes maiores. Contribui para miolo
com textura mais suave e sedosa, além de retardar o envelhecimento do pdo por formar
complexo com o amido diminuindo a sua taxa de retrogradacdo. Ainda auxilia na retencao dos
gases da massa, e produz crosta mais fina e macia (EL-DASH; CAMPOS; GERMANI, 1994).
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1.4.6 Sal

O sal desempenha diversas fungdes, ndo apenas a de dar sabor a massa; de maneira
geral, atua durante a fermentacdo, no periodo de crescimento e na propria finalizacdo do péo,
trabalhando particularmente na crosta; afeta as caracteristicas de conservacdo do pao, devido
as suas propriedades higroscépicas (CANELLA-RAWLS, 2005) e controla a acdo do
fermento, pois é bacteriostatico (EL-DASH; CAMPOS; GERMANI, 1994). A porcentagem
mais indicada de sal em uma massa € de 1,5 % a 2,0 % no méaximo (QUAGLIA, 1991).

1.4.7 Leite

Apresenta alta potencialidade aglutinadora das proteinas da farinha, o que aumenta a
rigidez da massa. Além disso, o leite produz miolo mais macio e de farelo suave, crosta mais
dourada e prolonga a capacidade de armazenagem do produto. A lactose controla a coloracéo
da crosta (reacdo de Maillard). Juntamente com as proteinas, adiciona valor nutricional ao
alimento e sabor a mistura, e auxilia na retencdo de umidade da massa (CANELLA-RAWSS,
2005).

1.5 Fluxograma de processamento

Sé&o varios os métodos de processamento do pao. Esses métodos podem ser agrupados
em dois tipos principais: método direto (todos os ingredientes sdo misturados ao mesmo
tempo em uma Unica etapa) e indireto (utilizando esponja ou massa mae, processo com duas
etapas) (CANELLA-RAWLS, 2005).

1.5.1 Método direto
O método direto de fabricacdo de pédes consiste basicamente em adicionar todos 0s

ingredientes no inicio ou durante a etapa da mistura, e ndo adicionar massa previamente
fermentada (CANELLA-RAWLS, 2005).
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1.5.2 Meétodo indireto utilizando massa mae

O método indireto utilizando massa mée baseia-se na utilizacdo de pedacos de massa,
que haviam fermentado devido a presenca de fermentos naturais ou culturas “starter”
inoculadas na massa (HUY, 2006).

1.5.2.1 Producéo e fermentagéo da massa mae

Nesta etapa, a cultura starter (um Unico micro-organismo ou uma mistura de micro-
organismo definido para o in6culo da massa mée) é misturada a farinha de trigo e a agua.
Apos a formagdo de uma massa lisa e homogénea, a mesma é levada a cdmara de fermentagéo

com temperatura controlada, por 24 h ou mais (HUY, 2006).

Caso, a massa mae permaneca na camara de fermentacdo por mais de 24 h, a cada
periodo de tempo, que varia dependendo do tempo total de fermentacdo da massa mae, uma
quantidade especifica de massa é retirada e acrescentam-se farinha de trigo e agua (HUY,
2006).

1.5.2.2 Mistura e processamento da massa

Nesta etapa, utilizando uma masseira, 0s ingredientes secos sdo misturados com a
agua, apOs uma parte da massa mde é acrescentada a esta mistura até a obtencdo de uma
massa homogénea e, por fim gordura € acrescentada.

A mistura consiste simplesmente na homogeneizacdo dos ingredientes, enquanto o
amassamento representa o desenvolvimento da estrutura da massa (gluten). Assim o0s
requisitos basicos do processo de mistura sdo: dispersar uniformemente os ingredientes na
formulacdo; estimular a dissolucdo e a hidratacdo desses ingredientes, em especial as
proteinas da farinha; fornecer energia para o desenvolvimento da estrutura do gluten da
massa; incorporar bolhas de ar na massa, proporcionando nucleos gasosos para o dioxido de
carbono gerado da fermentacdo e o0 oxigénio da oxidacédo e da atividade do fermento e prover

a massa com uma forma apropriada para o processo subsequente (CAUVAIN, 2009).
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1.5.2.3 Boleamento

Nesta etapa, a massa € amassada mediante um movimento giratorio sobre a mesa,
produzindo uma peca em forma de bola (CANELLA-RAWLS, 2005).

1.5.2.4 Descanso

A massa deve repousar para haver o relaxamento da rede de gliten a fim de
recuperar parte de sua resisténcia perdida durante o amassamento (OWENS, 2001).

Nesta etapa, a atividade do fermento comeca a gerar diéxido de carbono. O grau de
atividade depende do tempo de descanso e da temperatura da massa. Além disso, esta etapa
intensifica o processo de fermentacdo. Outro aspecto importante desta etapa € impedir a
desidratacdo da massa (CAUVAIN, 2009).

1.5.2.5 Diviséo

Para gerar o formato e o tamanho do produto final, deve-se primeiro dividir a massa
em porcdes individuais e depois modela-las para formar a base do produto final depois da
fermentacao e do assamento (CAUVAIN, 2009).

1.5.2.6 Fermentacéao

Fermentacdo é o nome dado ao periodo de descanso da massa, depois de as pecas
modeladas terem sido colocadas em formas, durante o qual a fermentacdo ocorre com
temperatura e umidade controlada.

Influenciam na capacidade de fermentacédo fatores externos — temperatura e umidade;

fatores internos — qualidade da farinha, taxa de extracdo, granulometria (QUAGLIA, 1991).

Nesta etapa, 0 amido € transformado em acUcares pela agdo enzimatica. Os aclcares
constituem o substrato para o fermento, e 0s produtos decompostos sdo o dioxido de carbono
e 0 alcool. A medida que o di6xido de carbono é produzido, ele é retido nas células formadas
na matriz protéica durante o processo de mistura, fazendo as células crescerem e a massa se
expandir (CAUVAIN, 2009).
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O tempo 6timo de fermentacdo da massa € quando esta atinge o ponto 6timo de
retencdo dos gases, e € determinado por fatores como: método de fabricacdo empregado,
quantidade de fermento, temperatura da fermentacdo e a qualidade da farinha e dos
ingredientes (EL-DASH; CAMPOS; GERMANI, 1994).

1.5.2.7 Cocgéo ou forneamento

O processo de coccdo da massa consiste em uma série de transformaces fisicas,
quimicas e bioldgicas, que permitem obter no final do processo um produto comestivel e de
excelentes caracteristicas organolépticas e nutritivas (QUAGLIA, 1991). A temperatura do
forno e o tempo de cocgédo variam segundo o tamanho e o tipo de pao.

No forno, o volume da massa ainda aumenta devido a producéo continua de gas até o
término da atividade das enzimas e da levedura. O amido gelatiniza e o gliten sofre
coagulacédo, retendo bolhas de ar e formando a textura do miolo (ELDASH; CAMARGO;
DIAZ, 1982).

1.5.2.8 Resfriamento

Ap0s a cocgao os pdes conservam alguma umidade. Assim, ndo podem ser embalados
imediatamente, antes devem sofrer o processo de resfriamento a temperatura ambiente ou em
camara de resfriamento até que tenham condicfes ideais para serem embalados (CANELLA-
RAWLS, 2005).

1.6 A Fermentacio “Sourdough”
1.6.1 Definicéo

“Sourdough” é uma massa acida utilizada para fazer pédo, elaborada através da
fermentacdo espontanea da farinha de cereais umedecida (LONNER; PREVE-AKESSON,
1989). A maioria dos pédes sdo produzidos através do método direto, significando que todos os
ingredientes sdo combinados em uma Unica etapa. Alternativamente, o pdo pode ser feito de
“sourdough” com ou sem adicdo de uma cultura de partida de linhagens puras de
microrganismos ou pedacos de massa previamente fermentados (reindculo). A producdo do

“sourdough” envolve a mistura de farinha, agua e o agente de fermentagdo. No dia do
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preparo do pdo, o restante dos ingredientes é adicionado, e 0 restante do processo € 0 mesmo
do método direto (LONNER et al., 1986; DE VUYST et al., 2002).

Trés tipos (I, I e 111) de “sourdough” sdo distinguidos com base no protocolo de
propagacdo e atividade metabdlica da principal bactéria &cido lactica. O “sourdough” tipo Il é
propagado em altas temperaturas (> 30 °C), com longo tempo de fermentagdo (até 5 dias) e
alto teor de agua, e é usado principalmente como agente aromatizante e para acificar o meio.
O tipo Il corresponde a um “sourdough” seco utilizado como agente aromatizante
(HAMMES; GANZLE, 1998). O tipo | tem maior aplicacio e assemelha-se a processos
tradicionais. E caracterizado por continuas propagacfes (diarias) para manter os micro-
organismos em estado ativo, indicado pela alta atividade metabdlica. O processo é realizado a
temperatura ambiente (20-30 °C) e o pH é cerca de 4,0. O “sourdough” tipo | engloba cultura
pura desenvolvida espontaneamente, culturas misturadas a partir de trigo e centeio ou
misturas preparadas atraves de multiplos estagios do processo de fermentacdo, e ainda
“sourdough” produzido em regides tropicais e fermentado a temperaturas elevadas (STOLZ,
1999). Poucos estudos tém considerado o uso de culturas starters durante a propagacao do
“sourdough” tipo | (SIRAGUSA et al., 2009; VOGELMANN et al., 2009).

O “sourdough” pode ser produzido nas padarias ou pode ser obtido de fornecedores
comerciais. Exemplos de “sourdough” comerciais: para a producdo de péo de trigo &cido, um
processo que vem sendo realizado na Baia de San Francisco (EUA) por mais de 130 anos
(KLINE; SUGIHARA, 1971) e no Bo-cker-Reinzucht-Sauer (BRS) para a producéo de péo de
centeio (BOCKER; VOGEL; HAMMES, 1990). No entanto, muitas padarias na Europa
ainda usam tradicionalmente a fermentacdo “sourdough” para produzir pdes de centeio, a
massa é mantida metabolicamente ativa ao longo de décadas através da adicdo de farinha e
agua em intervalos regulares de tempo. Na Italia, um grande namero de padarias utiliza este
tipo de fermentacdo para produzir produtos (ex. Panettone), que exigem longo tempo de
fermentacdo e resultam em produtos com caracteristicas sensoriais tipicas e com maior vida
de prateleira (DE VUST; NEYSENS, 2005).

Para preparar os pdes, a selecdo funcional de cepas é o principal requisito (STOLTZ;
BOCKER, 1996). A escolha dos “starters” ¢ baseada principalmente nas propriedades de
acidificacdo e protedlise e sintese de compostos volateis durante a fermentacdo “sourdough”
(COLLAR, 1996; HAMMES; GANZLE, 1998; GOBBETTI et al., 2005). No entanto,

“starters” funcionais também devem se adaptar ao ambiente e ao processo de fermentagdo
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“sourdough” para garantir sua permanéncia estavel na massa (DE VUYST; NEYSENS,
2005). Apesar de espécies pertencentes a Géneros Leuconostoc, Pediococcus ou Weissella
tenham sido isoladas, a maioria das cepas autéctones no “‘sourdough” pertence ao género
Lactobacillus. Entre mais de 150 espécies pertencentes ao género Lactobacillus, um grande
namero foi isolado pela primeira vez no “sourdough” ou a partir de fermentacdo espontanea
de cereais (DE VUYST,; NEYSENS, 2005; EHRMANN; VOGEL, 2005). Portanto, para
potenciais culturas “starter” para o “sourdough” é mais conveniente a selecdo dentro do
género dos Lactobacillus. Em particular, no “soudough” tipo | sdo frequentemente
selecionados  Lactobacillus  sanfranciscensis,  L.pontis,  L.brevis,  L.fermentum,
L.paralimentarius e L. plantarum (DE VUYST; VANCANNEYT, 2007).

Mais de 20 espécies de leveduras foram encontradas no “sourdough” (ROSSI, 1996).
S. cerevisiae esta freqlientemente presente (ou adicionada), devido ao seu uso na panificacao
em geral. Em particular, Sachoromyces exiguus e Candida humilis séo leveduras associadas a
bactérias acido latica no “sourdough”. No entanto, uma maior variedade de espécies de
leveduras adicionais foram isoladas do “sourdough” (HAMMES et al., 2004.; ROSSI, 1996).
A grande variabilidade do nimero e do tipo de espécies encontradas depende de varios
fatores, incluindo a grau de hidratagdo da massa, o tipo de cereal usado, a temperatura de
fermentacdo, e a temperatura de manutencdo do ‘“sourdough” (GOBBETTI; CORSETTI,
ROSSI, 1994). Por exemplo, um “sourdough” italiano que é geralmente utilizado para a
producdo de pao com farinha de farelo de trigo durum mais de 95% das leveduras pertence a

espécie C. humilis, cujo dominio € estavel no tempo (GULLO et al., 2003).

1.6.2 Potencial da fermentacdo “sourdough” em produtos ricos ou enriquecidos em fibra

Um pouco diferente da massa de trigo é a massa produzida a partir do centeio, que
depende da reducdo do pH para alcancar a sua adequacdo para a coc¢do. Esta necessidade
resulta da escassez de gluten, que, no trigo fornece as propriedades de ligacdo da agua e da
retencdo de gas. No centeio, estas funcdes sdo assumidas pelas pentosas, cuja solubilidade e
inchaco, aumentam com a diminuicdo do pH e torna-se étima em pH 4.9. Além disso, com a
acidificacdo, a atividade de amilase do centeio € inibida, sendo este um efeito importante, ja
que a gelatinizacdo do amido de centeio (55-58°C) ocorre no mesmo intervalo da temperatura

6tima da atividade da amilase (50-52°C). A acidificacdo também exerce efeitos positivos
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sobre a estrutura dos granulos de amido, levando ao aumento da capacidade da ligacdo da
4gua (HAMMES; GANZLE, 1998).

De acordo com Seibel (1983) a adicdo de fibras causa as seguintes mudancas
tecnoldgicas: (i) massa menor e mais Umida; (ii) diminui a tolerAncia a fermentacdo
(habilidade da massa em atingir 6timo volume em um curto periédo de cocgdo), (iii) diminui
0 volume do pdo; (iv) miolo denso e ndo elastico; e (v) ocorrem mudancas de sabor
dependendo do tipo de fibra e do tipo de pdo. Assim, a pré-fermentacdo do farelo de trigo com
fermento ou em particular, com leveduras e bactérias lacticas aumenta volume do pédo e o
miolo permanece macio durante o armazenamento (SALMENKALLIO-MARTTILA,;
KATINA; AUTIO, 2001). Portanto, a fermentacdo “sourdough” pode ser utilizada de forma
eficaz também em produtos com alta quantidade de fibra. A eficacia da fermentacdo é devido
a atividade das enzimas endogenas da farinha, especialmente as amilases e proteases
(BOSKOV-HANSEN et al., 2002). Os acidos produzidos durante a fermentacao baixam o pH
da massa, afetando a atividade da enzima e as caracteristicas do glaten. Lopez et al. (2001),
descreveram também outros efeitos benéficos da fermentacdo do farelo de trigo, em seu
estudo a pre-fermentacdo do farelo de trigo com bactérias do acido lactico melhorou hidrélise

do fitato (até 90%) e do magnésio aumentando a solubilidade do fosforo.

1.6.3 Influéncia da fermentacéo “sourdough” nos niveis e na estabilidade de compostos

biativos

A fermentacdo “sourdough” pode ser usada para modificar os niveis dos compostos
bioativos. No entanto, ndo ha muitos dados disponiveis. Alguns estudos relatam o aumento
de conteudo de folato (KARILUOTO et al., 2004; LIUKKONEN et al., 2003), a diminuicéo
do conteudo de tocoferol e tocotrienol (LIUKKONEN et al.,, 2003), e a diminuicdo ou
aumento do contetdo de tiamina, dependendo o processo (TERNES; FREUND, 1988).
Assim, a fermentacdo pode tanto aumentar ou diminuir 0s niveis de compostos bioativos,
dependendo da natureza do composto e do tipo do processo do “sourdough”.

Flander et al. (2003), otimizaram o processo de cozimento da aveia, tanto em termos
de qualidade do péo, como da funcionalidade fisiologica da B-glucana da aveia no péo. Os
pdes foram produzidos com farinha de aveia integral (51%) e de farinho de trigo branca
(49%). O volume especifico, a concentracdo molecular da B-glucana no péo, entre outros
testes foram realizados. Durante o cozimento da massa, cerca de 30% do B-glucana foi

degradada. No cozimento do pdo produzido com fermentacdo “sourdough”, a B-glucana foi
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preservada (0,8g/porcdo), os autores concluiram que a acidez foi um fator protetor para a f3-

glucana no péo.

1.6.4 Influéncia da fermentacao “sourdough” na digestibilidade do amido

A fermentagdo ‘“‘sourdough” do pdo de centeio produz efeitos benéficos sobre as
respostas pos-prandiais de insulina em relagdo ao pdo de trigo branco ou de trigo integral e
pdes de aveia, tanto em pessoas saudaveis (JUNTUNEN et al., 2003) quanto em pessoas com
a sindrome metabolica (KALLIO et al., 2008). Estes estudos sugerem que a resposta a
insulina pds-prandial apds a ingestdo do pdo de centeio pode ser resultado da estrutura de
pdo. Além disso, este tipo de fermentacdo aumenta o conteldo de arabinoxilano soltvel no
pdo, assim melhorando a glicose pds-prandial e a resposta de insulina em uma forma dose-
dependente (LU et al., 2000).

Em outras pesquisas, a fermentacdo ‘“sourdough” do pdo também resultou na
diminuicdo da glicose pos-prandial e da resposta de insulina (DE ANGELIS et al., 2007;.
LILJEBERG et al., 1995.; SCAZZINA et al., 2009). De Angelis et al. (2007) e Liljeberg et al.
(1995), relataram o retardo da taxa de hidrdlise do amido em pées produzidos com
fermentacao “sourdough” medidos “in vitro”, mas Scazzina et al. (2009) usando um método
similar “in vivo”, ndo encontrou qualquer diferenca no taxa de digestdo do amido entre 0s
pdes produzidos com fermentacdo “sourdough” e fermentacdo com S.cerevisae, apesar da

reduzida resposta pos-prandial de glicose apds a ingestdo dos paes “sourdough”.

Uma explicacdo para a reducdo da resposta pos-prandial pode ser a adiada taxa de
esvaziamento gastrico, devido aos &cidos organicos ou &cido latico produzidos pela
microbiota “sourdough” (LILJEBERG; BJORCK, 1998). No entanto, Najjar et al. (2009), ndo
detectaram qualquer diferenca na taxa de esvaziamento gastrico entre o pao de trigo branco e

pdo semelhante produzido com fermentacgéo “sourdough”.

Lappi et al. (2010) produziram pdes de trigo integral feito com “kernels” e
fermentacdo “sourdough”, os pdes apresentaram baixa glicose pos-prandial e resposta de
insulina em comparacdo com pdes branco de trigo. A protedlise que ocorre na fermentacéao
“sourdough” pode ser um fator contributivo, mas mais estudos sdo necessarios para

estabelecer o real mecanismo subjacente.
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1.6.5 “Sourdough” e a biodisponibilidade de minerais

A reducdo do teor de &cido fitico durante a fabricacdo de pdo depende da acdo da
fitase. Tal como acontece em outras reacGes enzimaticas, varios fatores contribuem para a
degradacéo do fitato em pdes, incluindo a atividade da fitase, pH, temperatura, teor de agua, e
o tempo de fermentacdo (ANGELIS et al., 2003; FRETZDORFF; BRUMMER, 1992).

Em geral, o pH baixo favorece a degradacdo de acido fitico, valor do pH 6timo para
hidrélise é 4,5 nas massas de trigo e de centeio, segundo Fretzdorff e Brummer (1992).
Assim, o wuso da fermentagdo ‘“sourdough” pode ser ajustado para melhorar a
biodisponibilidade de minerais, aumentando a hidrélise de &cido fitico. Lopez et al. (2001)
estudaram a influéncia das diferentes fermentagdes: convencional, e a “‘sourdough” com e sem
levedura, estes foram comparados em relacdo a degradacdo do &cido fitico. Seus resultados
mostram que os dois tipos de fermentacdo “sourdough” reduziram o teor de acido fitico em
até 62%, ao passo que a fermentacdo convencional reduziu apenas 38%. Além disso, a
acidificacdo formada durante a fermentacdo “sourdough” também aumentou a solubilidade do
magneésio e do fosforo em 20-30%. Este efeito foi ainda mais pronunciado quando a fracao
farelo de trigo (rico em acido fitico) foi fermentada com bactéria do acido lactico, o

percentual de hidrolise o &cido fitico foi cerca de 90%.
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MATERIAIS E METODOS

1.7 Micro-organismos e condigdes de crescimento

Nesse trabalho foram testadas as cepas de microrganismos - Lactobacillus plantarum
BLO11, isolado de queijo serrano, conforme metodologia de De Souza, Dalla Rosa e Ayub
(2003). Para a utilizacdo no “sourdough”, a cepa foi resuspendida em meio MRS por 24 h a
37 °C e inoculada (1:10; DO 1.0) em meio de cultivo, adaptado de Brinques, Peralba e Ayub
(2010), contendo (g/L) lactose, 100; peptona, 15; extrato de levedura, 5; MgSO4 7H,0/L, 0,2;
MnSO, H,0, 0,04, por 18 h (fase log; 1,8.10° UFC/mL); Dekkera bruxellensis (NRRL Y —
12961), doada pelo Center for Agricultural Utilization Research (USA); foi crescida em meio
cultivo de cultivo, adaptado de Uscanga, Delie e Ayub (2000), contendo (g/L) glicose, 50;
peptona, 5; KH,PO, 5; MgSOy4 7H.0, 0,4; extrato de levedura, 1, por 12 h (fase log; 1,9.10°
UFC/mL); Kluyveromyces marxianus CBS 6556, proveniente do Centraalbireau vor
Schimmelcultures (Holanda) e fornecida pelo Centro de Desenvolvimento Biotecnoldgico
(SC, Brasil); foi crescida em meio de cultivo, adaptado de Lukondeh, Ashbolt e Rogers
(2005), contendo (g/L) lactose, 70; peptona, 20; extrato de levedura, 10; KH,POy4, 4; MgSOy4
7H,0, 2., por 12 h (fase Log; 1,5.107). Ap6s o crescimento, a biomassa foi obtida com a
centrifigacdo do meio de cultivo (3000 g por 15 min a 4 °C). O estudo da cinética de
crescimento dos micro-organismos citados acima, bem como os meios e condi¢6es de cultivo

testadas estdo apresentadas no Apéndice A.
1.8 Delineamento experimental

O projeto de mistura Simplex-centréide foi utilizado para avaliar o efeito da
composicdo da biomassa de Kluyveromyces marxianus (X1), Dekkera bruxellensis (X2) e
Lactobacillus plantarum (X3) no volume especifico e nas caracteristicas sensoriais das
amostras. A concentracdo de biomassa foi estipulada em 10 % sobre o peso da farinha de
trigo. As proporcdes de componentes foram expressas como fragdes da mistura com soma
(X1+X2+X3) igual a um. Esses trés fatores: biomassa de Kluyveromyces marxianus, Dekkera
bruxellensis e Lactobacillus plantarum, niveis e delineamento experimental, sdo apresentados
na Tabela 1. Dos 7 pontos, 3 foram misturas puras, 3 foram de mistura binaria e 1 ponto foi

de mistura ternaria em partes iguais (Figura 1). Os dados também foram submetidos analise
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de variancia (one-way ANOVA); a comparacdo das médias dos tratamentos foi submetida ao

Teste de Tukey a P < 0,05, usando o software, Statistica 7.0 para Windows.

Tabela 1 — Proporgéao dos componentes Kluyveromyces marxianus (X1), Dekkera bruxellensis
(X2) e Lactobacillus plantarum (X3) que compde o projeto de mistura Simplex-centréide

Mistura Proporgdo de biomassa K. marxianus(%) D. bruxellensis(%) L. plantarum(%s)
Xy X, Xs
1 1 0 0 100 0 0
2 0 1 0 0 100 0
3 0 0 1 0 0 100
4 0,33 0,33 0,33 33,33 3333 33,33
5 0 0,5 0,5 0 50 50
6 0,5 0 0,5 50 0 50
7 0,5 0,5 0 50 50 0

1.9 Producéo e propagacao do “sourdough” em laboratorio

A producdo e propagacdo do “sourdough” foram adaptadas da metodologia de
Minervivi et al. (2007). Farinha de trigo (500 g), agua declorada (275 mL) e inoculo (50 mL),
foram utilizados para preparar 825 g de massa. O rendimento da massa (peso da massa X
100/peso da farinha) foi 165 para todas as massas. O “sourdough” foi incubado em um
recipiente plastico de polipropileno estéril a 28 °C por doze dias (288 h). A cada 48 h, retirou-

se 165 g de massa, e adicionou-se 110 g de farinha de trigo e 55 mL de agua declorada.
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Figura 1 - Os sete pontos do delineamento experimental, Simplex-centrdide, para o efeito da biomassa
de K.marxianus (X;), D.bruxellensis (X;) e L.plantarum(Xs).

1.10 Producéo dos paes

A formulacdo base adotada, para a preparacédo do pao, esta apresentada na Tabela 2 e
foi adapatada de Angiolini et al. (2006).

Em uma masseira (G-PANI, modelo AE-15) acrescentou-se a farinha de trigo, agucar,
sal e o leite em pd que foram misturados a velocidade 108 rpm por 2 minutos, em seguida
aumentou-se a velocidade para 245 rpm e acrescentou-se o “sourdough”, apds adicionou-se a
gordura. A massa foi misturada até seu ponto 6timo de desenvolvimento, em torno de 8
minutos, o0 que representa massa homogénea e macia. A massa foi entdo sovada, boleada e

coberta com papel filme por 50 minutos.

Tabela 2 - Formulagdo base dos pées elaborados para avaliar o efeito da composicéo da biomassa.

INGREDIENTES Quantidade
Farinha de trigo 1000
Sourdough 300
Acgucar demerara 200
Leite em pd 50
Gordura 50
Sal 20
Agua 500

Apos o descanso a massa foi dividida em 4 partes iguais (500 g) que foram modeladas
e colocadas em formas (25 x 6 x 12,5) cm®, e levadas para fermentar por 18 h a 28 °C, em
camera climatica digital (PROGAS, modelo PRCL 200).
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Apds a fermentacdo, a massa foi assada em forno de lastro (modelo FLV-2003,
TEDESCO), por 20 min a 190 °C. O resfriamento ocorreu em temperatura ambiente. Os pées
com 500 g foram embalados em sacos de polietileno e armazenados para a avaliagcdo das

caracteristicas sensoriais e de volume.

1.11 Determinacdes analiticas

As analises de pH, acidez total titulavel e contagem total dos micro-organismos,
ocorridas durante a fermentacdo, foram estimadas imediatamente apds o preparo do
sourdough e a cada 96 h durante o periodo de fermentacéo.

1.11.1 pH

Dez gramas de sourdough foram adicionados a 100 ml de agua destilada e foram
homogeinizados com um misturador (SIMONSON; SALAVAARA; KORHOLA, 2003). O

pH foi determinado atraves de um medidor de pH - pHtec modelo phs_3b.

1.11.2 Acidez total titulavel (TTA)

Dez gramas de sourdough foram adicionados a 100 ml de agua destilada e
homogeinizado com o auxilio de um misturador. O valor de TTA foi expressa como a
quantidade (ml) de 0,1 mol NaOH/L necessario para atingir um pH final de 8,5, conforme
metodologia de Spicher e Stephan (1993). O equivalente acido é a quantidade de NAOH

consumida em mL.

1.11.3 Contagem total dos micro-organismos

A contagem total dos micro-organismos durante a fermentagdo “sourdough”, seguiu
metodologia adaptada de Simonson, Salavaara e Korhola (2003), e foi estimada
imediatamente ap0s o preparo e a cada 96 h de fermentacdo. Dez gramas de massa foram
adicionados a 90 ml de solucdo salina 0,85 % estéril e homogeneizado. Dilui¢cdes seriadas
foram feitas e semeadas em agar YEPD para contagem superficial dos micro-organismos. As

placas foram incubadas a 28 °C por 48 h.
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1.11.4 Volume especifico

O volume especifico foi calculado pela relagdo entre o volume do pdo assado, determinado
pelo método de deslocamento de sementes de painco (HALLEN et al., 2004), e 0 seu peso,
obtido pelo emprego de balanca semi-analitica. Os testes foram feitos em triplicata e os

resultados expressos em cm®.g™.

1.11.5 Analise sensorial

Os pées obtidos foram submetidos ao teste sensorial de aceitacdo (DUTCOSKI,
2007), com 40 provadores, para os atributos sabor e avaliacdo global utilizando escala
heddnica com nove pontos. Os testes foram realizados em duas sessfes. Em cada sesséo
foram avaliadas 4 formulagbes diferentes selecionadas aleatoriamente. As fatias (com
aproximadamente 25 g) foram oferecidas aos provadores codificadas com 3 digitos aleatorios.
Também foi fornecida dgua mineral para ser ingerida entre as amostras a fim de realizar a
limpeza das papilas. Os testes sensoriais foram realizados pela manhd do dia seguinte a
producdo dos paes. A ficha da avaliacdo sensorial e o termo de consentimento estdo

apresentados em Apéndice B e Apéndice C.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O melhor ajuste dos dados para o volume especifico e para a analise sensorial ocorreu
com o modelo clbico especial. Os coeficientes do modelo, 0 R? e a analise de variancia do

modelo para os parametros estudados estdo mostrados na Tabela 3, respectivamente.

Tabela 3 - Modelos previstos para o delineamento experimental, Simplex-centréide, utilizado para
avaliar o efeito da biomassa de K.marxianus (X;), D.bruxellensis (Xz) e L.plantarum (Xs)
sobre o volume especifico, atributo sabor e aceitacdo global dos paes.

Pardmetros Modelo previsto R Fu Feh
Volume especifico Y = 2,56K,* + 2,89%,* + 1,28X,** + 7,93X,Xg** + 2,99XX;*#* _ 22,65K XX, *** 09997 47993 234
Sabor Y= 7,12 + 6,8%, % + 652F + LSEX X, + 1173 KK, 0,0997 54779 234
Avaliagioglobal Y = 7,1, *** + 6,85%,*** + 6 53X, ¥** 09977 7142 58

*pc00l oy =5%
*p<002  a=10%
*£40< 0,03

1.12 Volume especifico

O volume especifico do pdo depende, a principio, de dois fatores: da quantidade de
gas produzido e da capacidade de retencdo do gas no sistema de massa (CLARKE et al.,
2003). A tecnologia aplicada a massa e o tipo de cultura “starter” acarretam efeitos diferentes
sobre a producao global de gas, assim as propriedades especificas da cultura inicial devem ser
consideradas (HAMMES; GANZLE, 1998).

Através do delineamento experimental de mistura foram produzidos pées com
diferentes culturas “starters” que apresentaram volumes especificos com diferenca estatistica,
com excessao entre as misturas 5 e 1 (Tabela 4). O pédo produzido somente com Lactobacillus
plantarum foi o que apresentou o menor volume especifico (1,29+0,11cm®.g™), possivelmente
ocasionado pelo metabolismo homofermentativo da bactéria, pois esta cepa, conforme a
literatura, possui metabolismo heterofermantativo facultivo (GOBBETTI et al., 2005). E
possivel que o longo tempo de fermentacdo (288 h) tenha favorecido o metabolismo
homofermentativo, no qual ndo ha producdo de gas carbbnico. Clarke, Schober e Arendt
(2002), produzindo pédes com fermentacdo “sourdough” de 20 h com Lactobacillus

plantarum L2-1 obteveram volume especifico de 4,56 cm®.g™. Ja Komlenic et al. (2010),
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produziram pées “sourdough” com Lactobacillus brevis, heterofermentativo, e com 20 h de
fermentacdo obtendo pdes com volume especifico entre 2,75-3,2 cm®.g™ dependendo da
farinha utilizada. Ja Edema (2009) utilizando farinha de milho e Lactobacillus plantarum,
obteve paes com volume especifico de 0,95 cm®.g™.

O volume especifico obtido da composicdo pura dos micro-organismos variou entre
2,57- 1,29 cm®.g™, para a mistura dos trés micro-organismos foi de 2,87 cm®.g™ e 0 volume
obtido para as misturas binarias variaram entre 2,84 - 3,91 cm®.g® Plessas et al. (2008),
produziram pées ‘“sourdough” com 16 h de fermentacdo e diferentes combinagbes e
quantidades de K. marxianus e L. bulgaricus e L. helveticus obtendo volume especifico que

variaram entre 2,0-2,3 cm3.g'1 .

Tabela 4 - Média e desvio padrdo resultantes do delineamento experimental, Simplex-centrdide,
utilizado para avaliar o efeito da biomassa de K.marxianus (X;), D.bruxellensis (X,) e
L.plantarum (X3) sobre o volume especifico, o atributo sabor e aceitacdo global dos pées.

Mistura  K.marxianus(%) D.bruxellensis(%) Lplantarum(%)
Anélise sensorial

Sabor Avaliagdo global ~ Volume espem’ﬁco{cm3.g'1)
1 100 0 0 113218 71+158" 2,570,04°
2 0 100 0 6,8= 145" 6,85=151° 2,00+0,01°
3 0 0 100 6,53+1,88" 653+17° 1,20+0,11°
4 3333 3333 33,33 736=1.04" 715£096" 2.87+£022°
5 0 50 50 64175 658+ 15" 284+ 0,04
6 50 0 50 6,95+ 1,53" 683413 391+ 0,06"
7 50 50 0 735£123" 73£112° 322+0,08"

Nota: Letras iguais na mesma coluna ndo possuem diferenca estatistica (P< 0.05)

Quanto ao modelo estatistico aplicado, o cubico especial é altamente significativo com
coeficiente de ajuste (R? = 0,997). No presente estudo, o ajuste de terceira ordem para o
volume especifico indicou que os componentes puros influenciaram nessa caracteristica. A
interacdo entre K. marxianus e D. bruxellensis ndo foi significativa para o volume especifico
do pdo. De acordo com a Tabela 4, sistema binario K. marxianus e L. plantarum exerceu
influéncia positiva acarretando o maior volume especifico do pédo, ja a mistura ternaria
produziu pdo com volume médio entre as amostras. Os valores mais altos foram obtidos na
direcdo do Vértice inferior esquerdo da Figura 2, que corresponde a misturas mais ricas em K.
marxianus, pode- se argumentar que tanto a retencdo como a producdo de gas na massa foram

influenciadas pelas diferentes culturas starter utlizadas para fermentar a massa. As equagdes
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demonstradas na Tabela 3 foram usadas para gerar o diagrama triangular mostrado na Figura
2.

Diagrama triangular Diagrama triangular
Variavel: Avaliagao global Variavel: Sabor
L. plantarum L.plantarum

0%35100%

100% +0% 100%
0% 25% 50% 75%  100% 0% 25% 50% 75%  100%

K. marxianus D. bruxellensis k. marxianus D. bruxellensis

DO NNN
ONOwOWO =N
DDDNNN
romois

Diagrama triangular
Variavel: Volume especifico
L. plantarum

0%3100%

33
34
B 30
126
B 2,2
100%:- 0% 13
0% 25% 50% 75% 100% — R
K. marxianus D. bruxellensis

Figura 2 - Diagrama triangular dos parametros (A) atributo avaliacdo global, (B) atributo
sabor, (C) volume especifico resultantes do delineamento experimental

1.13 Analise sensorial

Os paes produzidos com o delineamento estatistico de mistura foram submetidos ao
teste de aceitacdo para dois atributos: sabor e avaliacdo global. Conforme mostrado na Tabela
4 ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos para os dois atributos.

Em relacdo ao modelo cubico especial tanto para o atributo sabor como para a

avaliacdo global, foi significativo com R? de 0,9997 e 0,9977, respectivamente. Em relacio
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aos coeficientes, conforme mostrado na Tabela 3, para o sabor os componentes puros, a

interacdo entre K. marxianus e D. bruxellensis e a mistura ternaria foram significativa.

Para a avaliacdo global, somente os componentes puros foram significativos. As
maiores notas de aceitacdo, para ambos os atributos sabor e avaliacdo global, foram obtidas na
direcdo central do vértice inferior, que corresponde a misturas mais ricas em K. marxianus e
D. bruxellensis. As equacdes demonstradas na Tabela 3 foram usadas para gerar o diagrama
triangular mostrado na Figura 2. Para os dois atributos avaliados a mistura entre K.
marxianus e D. bruxellensis foi a que obteve nota mais alta, sugerindo que a presenca dos

dois micro-organismos afeta positivamente as caracteristicas do péo.

Rizzello et al. (2010), trabalhando com L. plantarum e L. rossiae, e, “sourdough” a
base de gérmen de trigo e com 24 h de fermentacdo obteve nota média 6,8 para o atributo
sabor em escala de 9 pontos. Mojisola (2011), com “sourdough” a base de farinha de milho,
tempo de fermentacdo de 24 h e utilizando uma mistura de L. plantarum, L. brevis e L.
mesenteroides obteve na avaliagdo sensorial dos atributos sabor e avaliacdo global nota 4,8
(escala hedbnica de 5 pontos). Em outro trabalho Plessas et al. (2008), também obteveram

notas superiores para estes atributos que variam entre 7,7-8,9 em escala de 9 pontos.

De modo geral os pées produzidos, neste trabalho, obtiveram boa aparéncia - vide
Figura 3 - porém alguns provadores constataram no sabor do pdo acidez elevada, o que pode
ter contribuido para as avaliacbes do sabor e do atributo avaliacdo global, ndo terem
ultrapassado a media 7,4 (Tabela 4) Esta acidez elevada, de certa forma era esperada, visto o
longo tempo de fermentacédo e também pelos microorganismos presentes. Além disso, o sabor
acido nao é freqiiente na dieta brasileira, o que também pode ter contribuido para reducéo das

notas de aceitacao.
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Figura 3 — Foto das formulagcbes dos paes. B (mistura com 100% de L. plantarum) amostra com
a menor nota nos dois atributos avaliados na analise sensorial. F (mistura com 50%
de K. marxianus e D. Bruxellensis) nota mais alta no atributo avaliacdo global e |
(mistura com 33,33% de K.marxianus, D.bruxellensis e L.plantarum) nota mais alta
no atributo sabor
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1.14 Valores de pH, acidez (TTA) e UFC durante a fermentacéo “sourdough”

O efeito dos micro-organismos, utilizados para a fermentacdo “sourdough” sobre o0s
valores do pH e da acidez (TTA), foi monitorado durante o tempo total da fermentacéo.
Houve reducdo dos valores de pH medido e um aumento da acidez (Tabela 5).

A maioria dos trabalhos realizados com pées “sourdough” citam a reducdo do pH
como responsavel pelas mudancas tecnoldgicas da massa e nutricionais e de conservacdo do
pdo (CLARKE et al., 2002; KOMLENIC, et al., 2010). Além disso, os pdes produzidos neste
trabalho apresentaram forte sabor &cido. Conforme Rocken e Voysey (1995), a producédo de
acido acético e favorecida com a diminuicdo do rendimento da massa (neste trabalho o
rendimento da massa foi de 152, sendo que os valores elevados para este parametro chegam a
220) sendo mais pronunciado em altas temperaturas. Estes mesmos autores compararam 0
efeito dos diferentes niveis de frutose (% sobre o peso da farinha), temperatura e rendimento
da massa na producdo de acetato e lactato utilizando L. brevis, concluiram que a frutose foi o

fator que mais afetou a producéo de acido acético.

Quando a sacarose é hidrolisada, pela invertase das leveduras, a frutose é entdo
disponibilizada para as bactérias acido laticas e é usada em co-fermentacdo com maltose.
Neste caso, a frutose como aceptor de hidrogénio desloca a rota de formacéo do etanol para a
rota de energia mais favoravel do acetato (ROCKEN; RICK; REINKEMEIER, 1992).

As células viaveis, que foram analisadas durante a fermentacdo “sourdough”, se
mantiveram praticamente constante (2.10" ufc.g?), indicando que o longo tempo de
fermentacdo ndo altera a quantidade de células no “sourdough”, dados mostrados na Tabela
5. Para Simonson, Salovaara e Korhola (2003), variando a quantidade de sal, acUcar e a
temperatura o valor encontrado para as células viaveis das leveduras foi de 7,8.10° ufc.g™ e

para a bactéria acido latica 3,5.10" cfu.g™ ap6s 16 h de fermentacéo.
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Tabela 5 — Valores do pH, acidez (TTA) e células viaveis durante a fermentagdo “sourdough”
nas diferentes misturas resultantes do delineamento Simplex-centrdide

Mistura
0 hora 96 horas 192 horas 288 horas
pH TTA(mL) UFC  pH TTA(ml)  URC pH  TIA(m) UFC  pH  TIA(ml)  UFC
100% K. marxianus 508 95 16x10” 372 12 800x0) 39 9 100x0" 4 95  1,00x10°
100% D. bruxellensis 506 95 165100 39 125 500¢0 4 1 100x0° 402 8 1,00x10
100% L. plantarum 512 105 14100 38 12 200x0° 375 12 200 375 6 3,00x10
33,33% K marxianus /33,33% D. bruxellensis /33,33% L. plontarum 524 75 150«10° 413 135 900x10' 388 115 300x0' 38 11 150x10
50% D. bruxellensis /50% L. plantarum 53 105 130a0° 388 11 2,00x10° 3,98 1 330 41 11 3,00x0
50% K. marxianus /50% L. plantarum 5,01 11,5 1,15)(107 38 11 5,00)(106 39 11 1,00x107 39 11,5 1,00)(107

50% K. marxianus /50% D.bruxellenis 58 7 100" 374 11 950x10° 38 105 700x0° 395 95 4,00x10°
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CONCLUSOES

Baseado nos modelos obtidos, através da aplicacdo do delineamento experimental de
mistura, observou-se a influéncia significativa, dos componentes puros, para atributo sabor,
aceitacdo global e para o volume especifico do pdo. A mistura dos trés micro-organismos foi
significativa para o volume especifico e para o sabor. E as misturas binarias de K.
marxianus/L. plantarum e D. bruxellensis/L. plantarum foram significativas apenas para o
volume especifico. Além disso, através dos dados obtidos conclui-se que a tendéncia, para
obter paes com melhor qualidade, é para misturas com maiores quantidades de k. marxianus.
Assim, é possivel projetar novas misturas de cepas que possam ser utilizadas como culturas
de partida para a fermentagdo “sourdough” visando melhorar o volume, o sabor ou a

aceitacdo do péo.
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APENDICE A - Cultivo dos microrganismos utilizados na fermentacio “sourdough”

Neste apéndice serdo abordados topicos que descrevem o meio e as condi¢cdes de
cultivo aplicadas para o estudo do crescimento (obtencdo de biomassa) dos microrganismos

que foram escolhidos como culturas iniciadoras da fermentagdo “sourdough”.

1 Introdugéo

A fermentacdo “sourdough” se caracteriza, entre outros aspectos, por uma microbiota
variada. Inimeras espécies de bactérias &cido laticas, principalmente pertencente ao género
Lactobacillus, foram identificados e isoladas do “sourdough”. Estudos apontam o
Lactobacillus plantarum, como o principal agente, seguido das espécies heterofermentativas
Lactobacillus brevis e Lactobacillus fermenti que produzem etanol, CO, e também &cido
acetico e glicerina, que conferem as massas &cidas aromas caracteristicos (JAGNOW,;
DAWID, 1991). As leveduras frequentemente encontradas sdo Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces exiguus e Candida holmii (WOOD, 1998).

Os microorganismos envolvidos na fermentacdo ‘“‘sourdough”, tradicionalmente,
desenvolvem-se naturalmente, mas a fim de controlar o processo fermentativo e otimizar os
beneficios da fermentacdo, hda um grande interesse no uso de novas e definidas culturas
“starter”. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a produgdo de biomassa, em biorreator
em estado submerso, das cepas de Lactobacillus plantarum, Dekkera bruxellensis e

Kluyveromyces marxianus.

2. Materiais e métodos

2.1. Micro-organismos utilizados e manutencao das culturas

Lactobacillus plantarum BLO11 isolado de queijo serrano, conforme metodologia de
De Souza et al. (2003), foi conservado em glicerol através da transferéncia de 0,6 mL das
culturas (preparadas nas condicbes adequadas de temperatura e agitacdo) para frascos
contendo 0,4 mL de glicerol previamente esterilizados em autoclave a 121 °C por 15 minutos
(Phoenix Equipamentos, modelo AV.75, Brasil), sendo em seguida armazenados a -18°C.
Dekkera bruxellensis (NRRL Y-12961), foi doada pelo Center for Agricultural Utilization
Research (USA), Kluyveromyces marxianus CBS 6556, proveniente do Centraalblireau vor

Schimmelcultures (Holanda) e foi fornecida pelo Centro de Desenvolvimento Biotecnoldgico
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(SC, Brasil). As leveduras foram mantidas em placa de Petri contendo meio de manutengéo
MYPD (Meio de Armazenamento para Leveduras), composto por agar-agar (20 gL™), extrato
de levedura (3 gL™), extrato de malte (3 gL-*), peptona bacteriolégica (5 gL™) e glicose anidra
(10 gL ™), conforme descrito por Furlan et al., 1995. Em periodos de curta armazenagem foi
utilizado meio YEPD (Meio de Crescimento Complexo para Leveduras), composto de agar-
4gar (20 gL™), extrato de levedura (10 gL™), peptona bacterioldgica (20 gL™) e glicose
anidra (20 gL™) com pH ajustado para 7,0. As cepas de D. bruxellensis e K. marxianus foram
conservados em glicerol através da transferéncia de 0,6 mL das culturas (preparadas nas

condicdes adequadas de temperatura e agitacdo) para frascos contendo 0,4 mL de glicerol.

2.2 Meio e condicdes de cultivo

2.2.1 Meio e condigdes de cultivo para a levedura D. bruxellensis

Para o crescimento do micro-organismo em agitador horizontal utilizou-se
metodologia adaptada de USCANGA; DELIE; STREHAIANO (2000). Meio de cultivo
contendo (g/L): glicose, 50; peptona, 5; KH,PQ,, 5; extrato de levedura, 1; MgSO,4 7H,0, 0.4.
Apos a preparacdo dos pré-indculos, em Erlenmeyers de 100 mL mantidos em agitador
horizontal por 12 h a 100 rpm e 28 °C, procedeu-se o inoculo, que foi composto por 10 %
(v/v) de pré-inoculo. As culturas foram mantidas por 27 h, a 100 rpm e 28 °C. Amostras
foram coletadas a cada 3 h. Em cada coleta retirou-se 10 mL de meio que foi transferido para
tubo Falcon e apos centrifugados por 15 min a 3500 rpm a 4 °C. O sobrenadante foi pipetado
para um tubo de vidro e conservado em geladeira, por 48 h, para determinacdo do acucar
redutor e as células sedimentadas no tubo Falcon foram para estufa a 70 °C para o célculo do
peso seco. Para calculo do acglUcar consumido utilizou-se método do é&cido 3,5-
dinitrosalicilico-DNS , conforme a metodologia de CHAPLIN (1986). O experimento ocorreu

em triplicata.

Para o crescimento do micro-organismo em biorreator de 2 L utilizou-se 0 mesmo
meio do crescimento em agitador horizontal. O pré-indculo foi feito em Erlenmeyer de 200
mL e ap6s 12 h de crescimento em agitador horizontal a 100 rpm e 28 °C, procedeu-se 0
indculo do biorreator. Foram testados os seguintes parametros de aeracdo e agitacdo: 2 vvm e
300 rpm, 3 vvm e 400 rpm e um experimento ocorreu em anaerobiose. O pH 5,5, temperatura

28°C e a concentracdo de glicose 50 g.L™ foram mantidos constantes nos testes. O tempo do
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experimento foi de 27 h e a coleta das amostras ocorreu a cada 3 h. Em cada ponto coletou-se
10 mL de meio de crescimento em tubo Falcon que foi centrifugado por 15 min a 3500 rpm, 0
sobrenadante foi pipetado em tubo de vidro e conservado em geladeira, para o célculo do
acucar redutor, e a biomassa sedimentada foi seca em estufa a 70 °C para o calculo do peso
seco. Para célculo do agucar consumido utilizou-se método do &cido 3,5-dinitrosalicilico-
DNS, conforme a metodologia de CHAPLIN (1986). Os experimentos ocorreram em

duplicata.

2.2.2 Meio e condicdes de cultivo para a levedura Kluyveromyces marxianus

Para o crescimento do microorganismo em biorreator de 2 L utilizou-se, num primeiro
teste, meio contendo (g/L): lactose, 70; peptona, 20; extrato de levedura, 10; KH,POy,, 4;
MgSO4 7H,0, 2. No outro teste a fonte de carboidrato foi 50 g.L™ de glicose. O pré-indculo
foi feito em Erlenmeyer de 200 mL e ap6s 12 h de crescimento em agitador horizontal a 100
rpm e 30°C, procedeu-se o indculo do biorreator. Os parametros de crescimento foram: 400
rpm, pH 5.5, temperatura 30°C. O tempo total do experimento foi de 27 h e a coleta das
amostras ocorreu a cada 3 h. Em cada ponto coletou-se 10 mL de meio de crescimento em
tubo falcon que foi centrifugado por 15 minutos a 3500 rpm, o sobrenadante foi pipetado em
tubo de vidro e conservado em geladeira, para o célculo do agucar redutor, e a biomassa
sedimentada foi seca em estufa a 70 °C para o célculo do peso seco. Para calculo do actcar
consumido utilizou-se método do &cido 3,5-dinitrosalicilico-DNS, conforme a metodologia de

CHAPLIN (1986). Os experimentos ocorreram em duplicata.

2.2.3 Meio e condicdes de cultivo para a bactéria Lactobacillus plantarum

As células foram resuspendidas em meio MRS por 24h a 37 °Ce inoculada (1:10; DO
1.0) em meio de culivo contendo (g/L): lactose, 100; peptona, 15; extrato de levedura, 5;
MgSO, 7H,0, 0.2; MnSO4 H,0, 0.04 (BRINQUES; PERALBA; AYUB, 2009). Apés a
preparacdo dos pré-indculos, em Erlenmeyers de 100 mL mantidos em agitador horizontal por
24 h a 150 rpm e 34°C, procedeu-se o inoculo, que foi composto por 10 % (v/v). As culturas
foram mantidas por 27 h, a 150 rpm e 34 °C. Amostras foram coletadas a cada 3 h. Em cada

coleta retirou-se 10 mL de meio que foi transferido para tubo Falcon e ap6s centrifugados por
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15 min a 3500 rpm a 4 °C, o sobrenadante foi pipetado em tubo de vidro e conservado em
geladeira, por 48 h, para determinagdo do agucar redutor e as células sedimentadas no tubo
falcon foram para estufa a 70 °C para o calculo do peso seco. Para célculo do actcar
consumido utilizou-se método do &cido 3,5-dinitrosalicilico-DNS, conforme a metodologia de

CHAPLIN (1986). O experimento ocorreu em triplicata.

Para o crescimento do microorganismo em biorreator de 2 L utilizou-se 0 mesmo meio
do crescimento em agitador horizontal. O pré-indculo foi feito em Erlenmeyer de 200 mL e
apos 24 h de crescimento em agitador horizontal a 150 rpm e 34 °C, procedeu-se o0 indculo do
biorreator. Os parametros para o cultivo foram: pH 5,2, concentracdo de lactose 100 g/L, 2
vvm, 200 rpm e 34 °C. O tempo total do expeirmento foi de 27 h e a coleta das amostras
ocorreu a cada 3 h. Em cada ponto coletou-se 10 mL de meio de crescimento em tubo falcon
que foi centrifugado por 15 minutos a 3500 rpm, o sobrenadante foi pipetado em tubo de
vidro e conservado em geladeira, para o célculo do agUcar redutor, e a biomassa sedimentada
foi seca em estufa & 70 °C para o calculo do peso seco. Para célculo do agtcar consumido
utilizou-se método do acido 3,5-dinitrosalicilico-DNS, conforme a metodologia de CHAPLIN

(1986). Os experimentos ocorreram em duplicata.

3. Resultados e discussoes
3.1 Cinética de crescimento da levedura D. Bruxellensis

Em agitador horizontal, Figura 1, a producéo de biomassa apés 27 h foi 9,33 g.L™, o
melhor crescimento em biorreator, Figura 2-B, ocorreu em condi¢des mais aeradas 17,12 g.L°
! Em anerobiose, Figura 2-C, a produgdo de biomassa foi 2,06 g.L?, o actcar foi
praticamente consumido, pois houve a producdo de etanol (dados ndo mostrados).
USCANGA et al.,(2000) obteve em torno de 7 g.L™ de biomassa seca. Utilizou meio
fermentativo com (g/L): glicose, 50; (NH4)2S04, 2; KH,PO,4 5; MgSO,4 7H,0, 0.4; extrato de
levedura, 1. Em cada experimento utilizou este meio basico, sem um dos componentes, a fim
de determinar o componente essencial do meio de cultivo. Os parametros utilizados durante o

crescimento foram: temperatura, 30 °C; agitacdo 250 rpm e 0,10 vwm de aerag&o.
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Figura 1 - Cinética de crescimento de D. bruxellensis em agitador horizontal, Temperatura: 28 °C,
100 rpm. Quadrado: crescimento celular; losango: glicose residual
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Figura 2 - Cinética de crescimento de D. bruxellensis. A) biorreator 2L, Temperatura: 28 °C, 300 rpm,
pH: 5,5. Quadrado: crescimento celular; losango: glicose residual; B) biorreator 2L,
Temperatura: 28 °C, 400 rpm, pH: 5,5. Quadrado: crescimento celular; losango: glicose
residual; C) biorreator 2L, Temperatura: 28 °C, pH: 5,5, anaerobiose
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3.2 Cinética de crescimento da levedura K. marxianus

O crescimento da levedura K. marxianus praticamente quadruplicou, quando a
glicose foi substituida por lactose no meio de cultivo, Figura 3. No meio de cultivo contendo
lactose ap6s 27 h de crescimento a producdo de biomassa foi 23,98 g.L™, com glisoce como
fonte de aglicar a produc&o ndo alcangou 7 g.L ™.
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Figura 3 - Cinética de crescimento de K.marxianus. A) biorreator 2L, T: 30 °C, 5 wm, pH: 5,5.
Quadrado: crescimento celular; losango: lactose residual; B) biorreator 2L, T: 30 °C, 5
vvm, pH: 5,5. Quadrado: crescimento celular; losango: glicose residual

3.3 Cinética de crescimento da bactéria L. plantarum

Em agitador horizontal a producdo de biomassa foi 5,02 g.L™, Figura 4-A. Este
resultado pode ser atribuido a toxicidade do &cido latico produzido durante o crescimento da
bactéria. A producdo de biomassa, apos 27 h de crescimento do Lactobacillus plantarum em
biorreator, foi 10,63 g.L™, Figura 4-B. Resultado similar com um dos experimentos de
BRINQUES et al., (2010) que obteve 10,35 g.L™ de biomassa. Os parametros de crescimento
utilizados e o meio de cultivo foram os mesmos, deste trabalho, porém a concentracéo inicial
de glicose foi de 140 g.L™.
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Figura 4 - Cinética de crescimento de L. plantarum. A) agitador horizontal, T: 34 °C, 150 rpm.
Quadrado: crescimento celular; losango: lactose residual; B) biorreator 2L, T: 34 °C, 200
rpm, pH: 5,2. Quadrado: crescimento celular; losango: lactose residual

Em agitador horizontal a produc&o de biomassa foi 5,02 g.L™, este resultado pode ser
atribuido a toxicidade do é&cido latico produzido durante o crescimento da bactéria. A
producdo de biomassa, apds 27 h de crescimento do Lactobacillus plantarum em biorreator,
foi 10,63 g.L™. Resultado similar com um dos experimentos de BRINQUES et al., (2010) que
obteve 10,35 g.L™ de biomassa. Os parametros de crescimento utilizados e o meio de cultivo

foram os mesmos, deste trabalho, porém a concentracéo inicial de glicose foi de 140 g.L™.

4 Conclusotes

Com o estudo da cinética de crescimento das cepas selecionadas para a fermentacao
“sourdough” observou-se a fase Log e a quantidade de biomassa formada durante o
crescimento dos microrganismos, e assim foi possivel planejar o tempo ideal de crescimento
das cepas como também a quantidade de bateladas, de biorreator, necessarias para o inoculo
da massa méd com a biomassa obtida. A melhor condi¢do obtida foi com a levedura K.
marxianus 23,98 g.L™ de biomassa com a condicdo de cultivo mais aerada e com lactose
como fonte de carbono. Para trabalhos futuros a opcdo seria tentar meios alternativos aos

sintéticos em razdo dos custos.
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APENDICE B - Ficha da avaliacio sensorial

Nome:

Data:

ANALISE SENSORIAL DE PAO
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De acordo com a escala abaixo, expresse seu grau de gostar e desgostar de cada amostra, em relagdo

aos atributos sabor e avaliagdo global.

1 — Desgostei muitissimo

2 — Desgostei muito

3 — Desgostei regularmente
4 — Desgostei ligeiramente
5 —Indiferente

6 — Gostei ligeiramente

7 — Gostei regularmente

8 — Gostei muito

9 — Gostei muitissimo

Amostra

425

613

197

342

Sabor

Avaliacdo Global

Observacdes:
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APENDICE C - Termo de consentimento livre e esclarecido

Eu, , RG , declaro que fui
informado e devidamente esclarecido sobre a natureza da pesquisa, 0 objetivo do
experimento, as hipoteses a serem testadas, os materiais e 0s métodos necessarios, o Estado da
Arte atualizado do tema de pesquisa em pauta, e que obtive capacitagdo em relacéo as analises
a serem realizadas, em relacdo a qualidade do processo produtivo dos pdes. Em relacdo aos
ingredientes utilizados nas formulagdes, obtive igual oportunidade quanto a sua qualidade
sanitaria e tecnoldgica, para a realizacdo da Analise Sensorial.

Declaro minha participacdo voluntaria na pesquisa, livre de simulagdo, fraude, erro,
dependéncia, subordinacdo ou intimidagéo.

Porto Alegre, de de 2011.

Assinatura




