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RESUMO

O fermento sourdough é formado por uma mistura constituida de 4gua e farinha, na qual a
fermentagdo ocorre pela acdo de bactérias acido laticas (BAL) e leveduras. O fermento
sourdough se divide em quatro classes. Dentre as classes pode-se destacar o sourdough tipo I,
no qual a fermentacao da mistura de farinha e 4gua ocorre através da propagacao espontanea
entre BAL e leveduras, este tipo de fermento necessita de alimentagdo continua. O sourdough
tipo II, ¢ caracterizado pela adicao intencional de BAL selecionadas pela sua aptidao
tecnologica. Este tipo de fermentacdo ¢ considerado um novo segmento de interesse para a
industria da panificagdo, pois reduz o tempo de preparo do fermento, quando comparado ao
tipo I, além de permitir a seguranca microbioldgica e a padronizacdo dos paes obtidos. Este
trabalho teve como objetivo estudar a adicdo de seis diferentes bactérias acido laticas,
Lactobacillus farciminis 4841; Leuconostoc citreum 4900; Lactobacillus plantarum 21,
Lactobacillus  fermentum 17; Weisella minor 4451 e Lactobacillus brevis 4901, como
culturas iniciadoras, para elaboracdo de trés fermentos sourdough. Estes foram aplicados para
obtencdo de paes. Comparar suas caracteristicas tecnologicas e fisico-quimicas as de pao
formulado com a adi¢do de fermento comercial, composto por Saccharomyces cerevisiae. Foi
investigado como as culturas iniciadoras podem influenciar na acidez e crescimento de BAL,
leveduras e volume especifico dos fermentos sourdough ¢ das massas dos paes formulados.
Determinou-se a concentragdo de frutanos, acidez, vida de prateleira, cor e textura nos paes
formulados com e sem a adi¢do do fermento sourdough. Durante a fermentagdo, tanto do
fermento sourdough quanto das massas, houve uma redu¢do do valor do pH, aumento do
indice de acidez e contagem de BAL, o mesmo ndo foi observado para a massa adicionada de
S. cerevisiae. Ambas as massas obtiveram crescimento de volume especifico, destacando-se a
massa P1, formulada com o fermento F1. A redugdo de pH, diminui¢do na concentragdo de
frutanos, aumento de acidez e volume especifico também foi observado nos paes formulados
com o fermento sourdough, o mesmo ndo foi observado para o pao contendo apenas S.
cerevisiae. Sendo o pao P1, formulado com o fermento sourdough F1, obteve uma das
maiores redugdes de pH, maior volume especifico e menor contagem de bolores e leveduras.
Ja o pao P2, formulado com o fermento sourdough F2, obteve a menor concentragdo de
frutanos entre todos os paes formulados, o que indica seu consumo para consumidores com a
Sindrome do intestino irritdvel e ou Sensibilidade ao glaten ndo-celiaca. Os paes nao
demonstram diferenca entre os pardmetros de cor analisados. Para os pardmetros de textura
estudados, nao houve diferenca estatistica entre os pades durante o primeiro dia de
armazenamento. O pao contendo apenas a adi¢do de S. cerevisiae obteve maior valor de
dureza, mastigabilidade e gomosidade apds 5 dias de armazenamento. Sendo assim os
aspectos fisico-quimicos e tecnologicos de paes, sdo modificados positivamente na presenca
do fermento sourdough.

Palavras-chave: Bactérias acido lacticas. Panificacdo. Processo fermentativo. Amido.
Bioprocessos.



ABSTRACT

Sourdough is a mixture of water and flour, in which fermentation occurs through the action of
lactic acid bacteria (LAB) and yeast. Sourdough is divided into four classes, the main
difference between them is correlated with the spread of microorganisms. Among the classes
can be highlighted the type I sourdough, the fermentation of the mixture of flour and water
occurs through the spontaneous propagation between LAB and yeast, this type of sourdough
needs continuous feeding. Type II sourdough is characterized by the intentional addition of
LAB selected for their technological process. This type of fermentation is considered a new
segment of interest to the baking industry, as it reduces the baking time when compared to
type L, besides allowing the microbiological safety and standardization of the breads obtained.
This work aimed to study the addition of six different LAB, Lactobacillus farciminis 4841,
Leuconostoc citreum 4900; Lactobacillus plantarum 21; Lactobacillus fermentum 17,
Weisella minor 4451 and Lactobacillus brevis 4901 as starter cultures for the preparation of
three sourdough. These sourdough were applied in the production of breads and compare
their technological and physicochemical characteristics of bread formulated with the addition
of commercial yeast, composed by Saccharomyces cerevisiae. It was investigated how starter
cultures may influence the acidity and growth of LAB, yeast and specific volume of
sourdough and formulated bread doughs. The concentration of fructans, acidity, shelf life,
color and texture in the breads formulated with and without the addition of sourdough was
determined. During the fermentation of both sourdough, there was a reduction in pH value,
increase in acidity index and LAB count, the same was not observed for S. cerevisiae added
mass. Both masses obtained specific volume growth, especially the mass formulated with F1
yeast. The reduction in pH, decrease in fructan concentration, increase in acidity and specific
volume was also observed in breads formulated with sourdough, the same was not observed
for bread containing only S. cerevisiae. P1 bread, formulated with sourdough F1, obtained
one of the largest pH reductions, higher specific volume and lower yeast and mold count.
Already the P2 bread, formulated with sourdough F2 obtained the lowest concentration of
fructans among all formulated breads, which indicates its consumption for consumers with
Irritable bowel syndrome and or Non-celiac gluten sensitivity. The breads show no difference
between the analyzed color parameters. For the texture parameters studied, there was no
statistical difference between the breads during the first day of storage. The bread containing
only the addition of S. cerevisiae obtained higher hardness, chewability and gum value after 5
days of storage. This the physicochemical and technological aspects of bread are positively
modified in the presence of sourdough.

Keywords: Lactic acid bacteria. Bakery. Fermentative process. Starch. Bioprocess.
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1 INTRODUCAO

O fermento sourdough, também conhecido como fermento natural ou /evain, ¢ obtido
pela mistura de farinha de trigo, ou outro cereal, e agua, a partir da qual se forma uma pasta
chamada de massa madre, que fermentarda pela acdo de bactérias acidas laticas (BAL) e
leveduras. Tais microrganismos podem estar presentes naturalmente na farinha, na 4gua e/ou
no ambiente onde o sourdough é preparado, ou podem ser intencionalmente adicionadas como
culturas iniciadoras. Cerca de 80 espécies de BAL de géneros como Lactobacillus e 20
espécies de leveduras, como Saccharomyces e Candida, ja foram isolados em sourdough no
mundo todo (PATERSON, 2006).

Tradicionalmente, o sourdough é composto por microrganismos que se desenvolvem
espontaneamente na massa, o que caracteriza o sourdough do tipo I. No entanto, devido ao
crescente interesse da industria alimenticia em aplicar a fermentagdo natural na obtencao de
paes especiais, a elaboragdo tradicional do sourdough tem cedido espago a adigao de culturas
de bactérias selecionadas a massa. Assim, a fermentacdo sourdough atualmente se classifica
em quatro categorias, que diferem principalmente quanto ao modo de producdo e a adi¢do de
culturas iniciadoras. A categoria de maior aplicacdo industrial € a classe tipo I, caracterizada
pelo uso de BAL previamente selecionadas e reativadas como culturas iniciadoras, sendo
possivel desta maneira, reduzir o tempo de preparo do fermento natural, garantir a seguranga
microbioldgica do fermento e padronizar os resultados da fermentacdo na qualidade dos paes
(DE VUYST; VANCANNEYT, 2007; DE VUYST; NEYSENS, 2005). O sourdough ¢
primordialmente destinado a produgdo de paes, mas este tipo de fermentagdo pode ser
aplicado em todos os produtos oriundos da industria da panificacdo como bolos, tortas, pizzas
e biscoitos (GOBBETTI et al., 2005).

As BAL podem ser homofermentativas obrigatorias ou heterofermentativas,
obrigatorias ou facultativas, o que influencia diretamente nos produtos finais de suas vias
metabolicas, como dioxido de carbono, acido acético e principalmente, acido latico, além de
outros metabolitos. A atividade metabolica desses microrganismos afeta as caracteristicas
quimicas, fisicas e nutricionais dos paes produzidos a partir do sourdough, como sua
acidificagdo, textura, digestibilidade, aroma, etc (GOBETTI et al., 1999; SILVA, 2015).

O fermento natural pode proporcionar diversos beneficios a qualidade nutricional,

sensorial e tecnologica dos produtos nos quais ¢ aplicado, e a sua importancia estd associada,
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entre outras funcionalidades, a capacidade de originar acidos organicos, compostos
antifungicos e antibacterianos. Consequentemente, tais capacidades, podem aumentar a vida
de prateleira do produto; reduzir o indice glicémico apds ingestao; melhorar as propriedades
de textura e sabor, aumentar a disponibilidade de compostos bioativos e contribuir para o
surgimento de diversos aromas que enriquecem sensorialmente os produtos fermentados
(ARENDT; LIAM; DAL BELLO, 2007; DE VALDEZ et al., 2010; FLANDER et al, 2011;
GEREZ et al., 2009). Além disso, nosso grupo de pesquisa tem demonstrado pioneiramente a
capacidade do fermento natural em reduzir a concentragdo de FODMAPs (do inglés,
Fermentable Oligo-, Di-, Mono-Saccharides And Polyols) em paes (MENEZES et al., 2018).
Os FODMAPs sao uma classe de carboidratos, a maioria de cadeia curta, que em individuos
sensiveis, pode desencadear os sintomas da Sindrome do Intestino Irritavel (SII) e da
Sensibilidade ao Gluten Nao Celiaca (SGNC) (BOHN, 2015).

O pao ¢ considerado um dos alimentos mais consumidos no mundo (HAGER et al.,
2012). Segundo o Sebrae, servigo brasileiro de apoio as micro € pequenas empresas, (2017),
uma das industrias que mais cresce no Brasil ¢ a de panificacdo, estando entre os seis maiores
segmentos e contribuindo com uma participagdo de 36% na industria alimenticia. Cerca de
86% dos paes consumidos pelos brasileiros sdo artesanais, embora ndo necessariamente
produzidos com fermento natural.

O pao sourdough tem atraido atencdo da industria nas Ultimas décadas, como
resposta ao mercado consumidor mais exigente. Desta forma, o mercado da panificagdo tem
se dedicado a resgatar a cultura de fabricar seu proprio fermento natural, com o objetivo de
obter pdes artesanais, com mais sabor e aroma. No entanto, a aplicacdo industrial do
sourdough tem ainda alguns desafios a superar, como a falta de padronizacdo das
caracteristicas de qualidade sensorial e tecnologica dos paes, o tempo prolongado de preparo
do fermento e a seguranga microbioldgica do mesmo, quando se emprega o sourdough
tradicional (MENEZES et al., 2018). Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi produzir
trés fermentos sourdough a partir de cepas preliminarmente selecionadas de BAL combinadas

em co-cultura e avaliar o efeito de sua aplicagdo na fermentacao de paes.
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2 OBJETIVOS

2.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver trés fermentos sourdough do tipo II elaborados a partir de diferentes
culturas iniciadoras de BAL na formulagdo de pdes e avaliar o efeito da fermentagdo

sourdough sobre caracteristicas nutricionais e tecnologicas dos paes.

2.1.2 Objetivos Especificos

e Elaborar trés fermentos sourdough do tipo I, usando diferentes combinagdes de cepas
de BAL (Lactobacillus farciminis, Leuconostoc citreum, Lactobacillus plantarum,
Weisella minor, Lactobacillus brevis e Lactobacillus fermentum),

e Estudar o desempenho de cada co-cultura iniciadora nas caracteristicas do fermento,
avaliando pH, acidez, enumeragdo de células de BAL, leveduras e volume
especifico;

e Aplicar os trés fermentos na formulacdo de paes e avaliar a influéncia de cada um
sobre pH, acidez, frutanos totais, volume especifico, cor, textura, contagem de
leveduras das massas e bolores e leveduras dos paes apds o forneamento,
comparando-os a um tratamento controle (fermentacdo por Saccharomyces
cerevisiae);

e Avaliar a capacidade dos fermentos sourdough de reduzir o teor de FODMAPs
(frutanos totais) nos paes;

e Investigar a vida-de-prateleira dos produtos, por contagem de bolores e leveduras e

analise do perfil de textura no primeiro e no quinto dia ap6s a elaboragao dos paes.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PAO

O pao ¢ definido como um produto obtido a partir da mistura de farinha de trigo, ou
de outras espécies de graos, com um liquido (normalmente dgua). O pao pode conter ainda
outros ingredientes, desde que ndo modifiquem as caracteristicas intrinsecas relacionadas,
além disso, pode apresentar diferentes texturas, coberturas, recheios e variados formatos. E
considerado um processo resultante de fermentagdo ou ndo, que necessita de cocgdo

(BRASIL, 2000).

3.1.1 Historia do pao

Antigos registros relatam que povos nomades, localizados no oriente médio, faziam
uso de sementes selvagens, de dificil mastigagdo e digestdo. Com o objetivo de torna-las mais
bioacessiveis, as sementes passaram pelo processo de moagem, transformando-as em um po,
chamado de farinha. Com a adi¢do de 4gua, a farinha, se transformava em uma massa, que
quando assada se tornava mais volumosa, de facil mastigacao e sabor agradavel. Assim surgiu
o pao (CAUVAIN; YOUNG, 2009).

Uma das civilizagdes que se destacou, como principal produtora de pao, foi a
egipcia. No Egito o pdo era considerado um dos alimentos mais importantes, nas escavagoes
arqueologicas da tumba do farad Ramsés II, ano 1200 A.C., foram encontras gravuras da
fabricag¢do do pao, provando que, além de nutrir a populagdo, o pao, foi considerado, durante
muito tempo, uma moeda de troca na regido. Ja os gregos, em 250 A.C., estabeleceram a
comercializa¢do do pdo em padarias. A comercializagdo do pao cresceu de modo exponencial
depois de 30 A.C., quando ocorreu a dominagdo do império romanos sobre o Egito
(CAUVAIN; YOUNG, 2009).

No século XVII, com a ascensao da revolugdo industrial, a producao do pao mudou
drasticamente. O surgimento de maquinas a vapor e fogdes forjados com ferro, fez com que a
producdo deixasse de ser caseira e para se tornar industrializada. Entretanto, foi apenas no
inicio do século XVII, apds a descoberta do cientista Louis Pasteur, que obteve-se o
conhecimento cientifico do uso de leveduras, explicando assim o processo bioquimico que

ocorre durante o processo de fermentativo na producdo de paes, e outros alimentos
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fermentados e possibilitando a elaboracdo dos paes consumidos nos tempos atuais
(BAUMGARTEN, 2007).

O pao pode diferir de diversas maneiras, como tipo de grao usado para fabrica¢ao da
farinha, tipo de fermentacao da massa, ingredientes usados na sua formulagdo e cocgdo. Tais
variacoes sdo associadas a aspectos culturais e principalmente a diversidade de graos
disponiveis em cada regido e outros fatores como clima e solo, que alteram caracteristicas das
farinhas (CAUVAIN; YOUNG, 2009).

Apesar de existir uma grande diversidade de tipos de cereais, o termo pao se refere a
um produto, que contenha essencialmente farinha, originada de graos (HAGER et al., 2012).
Cada regido, no planeta, possui seu grao tipico, gerando diferentes tipos de farinhas,
originando diferentes tipos de paes. Na América do Norte, o primeiro grao trabalhado para a
fabricagdo de farinhas, com o intuito de fabricacao de pao, era conhecido como Red Fife. Este
ndo era considerado um grao ideal para a panificagdo, mas com o advento de novas
tecnologias e alteragdes genéticas, foram criadas novas espécies de grios capazes de se
adequar ao diferentes clima dos paises norte-americanos, gerando farinhas ideais para a
fabricagdo de paes (BAILEY, 1975).

No Oriente Médio, os paes sdo produzidos de diversos modos, de acordo com o
clima, granulometria da farinha, adequacgdes religiosas, etc. Paises como Paquistdo, Iran,
Oma, Kuwait os pdes sdo feitos de maneira a manter a coloracdo branca, baixa estatura
(pequeno crescimento da massa ou nenhum crescimento) € em algumas ocasides ha o elevado
uso de especiarias. Grande parte do desenvolvimento de técnicas e receitas de paes ocorreram
por causa da cultura de imigrantes, por exemplo: no Egito, na Turquia, na Tunisia, na Libia
paises com grande nimero de imigrantes franceses os paes eram tentativas de produzir uma
baguete francesa (BAILEY, 1975).

No Brasil, o cultivo do grao de trigo se iniciou na regido nordeste em 1534. Ao longo
do tempo, a atividade panificadora foi ampliada e melhorada com a chegada de imigrantes
italianos, que trouxeram diferentes receitas para a fabricacao de paes, bem como mao-de-obra
especializada. No século XX, no estado de Sao Paulo, as padarias estilo europeu, se tornaram
comuns e por gosto da elite. O pao mais fabricado no pais, foi chamado de pao Francés, pois
era uma copia idéntica da baguete francesa, e se tornou o mais consumido no pais

(GUIMARAES; OLIVEIRA; SILVA, 2014).
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3.2 CARACTERISTICAS E FUNCOES DOS INGREDIENTES DO PAO

Os ingredientes mais comuns usados para a formula¢ao do pao sdo: farinha de trigo,

agua, fermento, agtcar e sal (EL DASH, 1982; FANI, 2009).

3.2.1 Farinha de trigo

A farinha de trigo € o produto obtido a partir do trigo (7riticum durum), resultante
de processos como trituragdo e moagem, tendo como objetivo diminuir o tamanho do grao
(BRASIL, 2017). Para o processamento da farinha branca o grao deve estar limpo (livre de
palhas, e graos murchos), saudavel e em periodo de desgerminagdo, as operagdes unitarias
seguintes sdo umidificagdo, seguida do polimento, tritura¢do, peneiragdo e separacao do farelo
da farinha (GUARIENTI, 1996).

Para ser considerada organica a farinha de trigo deve possuir a certificacdo
disponibilizada por um OAC (Organismo da Avaliacio da Conformidade Organica), em
conjunto com o MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento), assim o
produto deve seguir regras e diretrizes descritas pela legislacdo, como a proibicao do uso de
agrotoxicos (MAPA, 2007; MAPA, 2005). A farinha de trigo ¢ o elemento principal para a
producdo de paes, uma vez que possuem caracteristicas que garantem elasticidade e volume,
propriedades geradas pelo gluten, principal proteina encontrada no trigo. A qualidade da
farinha serd influenciada pela quantidade de proteinas presentes no grdo de trigo. Para a
fabricagdo de paes € necessario que a farinha possua no minimo 30% de gluten (EMBRAPA,

2019).

3.2.2 Agua

A 4gua possui caracteristicas fisico-quimicas que permitem que seja usada como
solvente universal. E um dos ingredientes mais importantes para a formagao do pao, ela deve
ser potavel e contribui com a capacidade de hidratar o amido presente na farinha de trigo,

cooperando assim com a formacao da rede proteica formadora do gluten (GUAGLIA, 1991).
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3.2.3 Acucar

O acucar de mesa, também chamado de sacarose, ¢ o termo genérico para
carboidratos cristalizados comestiveis. E considerado um ingrediente ndo essencial para a
producao de paes, logo sua presenca nao ¢ crucial para o processo de desenvolvimento da
massa, porém a sua adi¢do confere beneficios ao processo de formulacio do pao (CANELLA-
RAWLS, 2005). O actcar pode desempenhar diversas fungdes durante a elaboragdo do pao.
Além de ser considerado um realgador de sabor, atua na retencdo da umidade da massa e age
sob a crosta do pdo, por meio da reagdo de Maillard, tonalizando a casca do pao com
coloracdo marrom ou dourada. Atua ainda como substrato para leveduras e bactérias durante a
fermentagdo da massa. Embora a farinha possua naturalmente carboidratos, como amido,
maltose, glicose e frutose, a adi¢do proposital de sacarose torna o processo de fermentagdo

mais rapido (FANI, 2009).

3.2.4 Sal

O sal de cozinha (Cloreto de sodio, NaCl), exerce influéncia direta no sabor ¢ em
outras propriedades tecnoldgicas, como por exemplo, contribui para o fortalecimento da rede
proteica formadora do gluten, em razdo de que a gliadina tem maior solubilidade em solventes
polares e, quando a massa ¢ adicionada de sais, as ligagcdes se tornam mais fortes, aumentando

assim, as propriedades viscoelasticas da massa (IGNACIO et al., 2013).

3.2.5 Fermento

Os fermentos sdo caracterizados como geradores de gas carbonico (CO,), por isso
afetam diretamente ao crescimento da massa. Para que a reagdo de desprendimento do CO,
ocorra, condi¢des favoraveis como quantidade de substrato disponivel, pH e temperatura
devem ser fornecidas. O fermento possui 3 classifica¢des: fermento fisico, fermento quimico,
e, um dos mais usados industrialmente, fermento biologico, que inclui a classe dos fermentos
naturais, fermento seco ou fresco (CASTRO; MARCELINO, 2012; KATZ, 2014).

De maneira geral, o fermento proporciona a massa do pao, aumento de volume,

porosidade e sabor caracteristico (STEFANELLO, 2014).
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3.2.5.1 Fermento Bioldgico

A fermentagdo bioldgica pode ser definida como o resultado da utilizagdo de
fermento biologico tanto natural quanto industrial, com envolvimento de microrganismos
selecionados ou ndo, para atuar na fermentacao (BRASIL, 2000).

O fermento biologico industrial ¢ obtido a partir de uma triagem de leveduras
Saccharomyces cerevisiae, possuindo duas classifica¢des: fermento bioldgico industrial seco
e fermento biologico industrial fresco (BRASIL, 1977).

A levedura S. cerevisiae ¢ muita usada na industria cervejeira e na panifica¢do. E um
microrganismo anaerdbio facultativo, podendo apresentar atividade metabdlica tanto em
condi¢des aerdbicas, como as que ocorrem no momento de sovatacdo da massa do pao,
quando o objetivo ¢ inserir oxigénio por meio da movimentagdo, quanto em condigdes
anaerobicas, durante o crescimento da massa do pao, em que a difusividade de oxigénio ¢
mais dificil (GAENSLY et al., 2011). A levedura ¢ considerada um biocatalisador, pois
catalisa processos bioquimicos, como producdo de CO, e etanol. Também ¢ considerada
acessivel, porque apresenta grande disponibilidade e baixo custo. E um microrganismo seguro
(geralmente considerado como seguro, do inglés GRAS — Generally Recognised As Safe) e
termicamente estavel, mantendo seu metabolismo a temperatura de, 20 £ 1 °C (BARALDI;
CORREIA, 2004)

A fungdo da S. cerevisiae durante a fermenta¢do do pao € converter os carboidratos
presentes no meio em gas carbonico, uma pequena quantidade de etanol, produtos volateis,
etc. O gas carbonico produzido pode ser considerado um dos principais produtos desse
metabolismo fermentativo e serd o agente responsavel pelo aumento da massa ocasionado

pela formagao de alvéolos (AQUARONE, 2011 apud VITTI, 2001).

3.3 BACTERIAS ACIDO LATICAS

Bactérias 4acido laticas recebem esse nome porque convertem carboidratos
fermentaveis em 4acido latico, principalmente (SUN et al., 2014). As BAL constituem um
grupo bastante diverso, no sentido do formato, pois podem apresentar forma de bastonetes,
cocos ou tétrades. Sao bactérias gram-positivas, geralmente imoveis pela auséncia de flagelos,
ndo formam esporos, crescem em anaerobiose e toleram a presenca do oxigé€nio, sdo

acidificantes de maneira geral e crescerem em baixos valores de pH (SILVA, 2011a). A
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maioria das BAL sdo mesofilas, algumas linhagens sdo termofilas e psicrofilas (FOX et al,
2000).

As BAL possuem grande importdncia na drea de alimentos, principalmente na
elaboragdo de produtos fermentados, como iogurtes, conservas, bebidas alcoolicas, carnes,
pescados, paes, etc. (OLIVERA, 2011). Na industria da panificacio as BAL atuam
predominantemente como agente fermentador em paes fermentados naturalmente a partir do

sourdough (CLARKE; ARENT, 2005).

3.4 FERMENTACAO SOURDOUGH

O sourdough é um tipo de fermento natural, formado pela mistura de farinha de trigo
ou outro cereal e dgua, ou outros liquidos, fermentado pela acdo de BAL e leveduras, que
podem estar presentes naturalmente na farinha, na 4gua e no ambiente de produ¢do ou podem
ser intencionalmente adicionadas a massa (GOBBETTI et al.,, 2014; WOOQOD, 1997).

Em relacdo as fermentagdes espontaneas, um unico sourdough pode abrigar de duas
a seis espécies de BAL e leveduras (MINERVINI et al., 2014). No mundo todo, mais de 80
espécies de bactérias acidas laticas, predominantemente do género Lactobacillus e 20 espécies
de leveduras, como Saccharomyces e Candida, ja foram isoladas a partir de diversas amostras
de sourdough. Durante a fermentacdo do sourdough as BAL de desenvolvem em simbiose
com as leveduras presentes na massa madre e estdo em uma concentragdo celular de 108
UFC.g'1 em média, sendo responsaveis pela acidificacdo e agdo fermentadora da massa
(PATERSON, 2006).

Diversos fatores podem influenciar na quantidade de bactérias e leveduras e na
composicao da microbiota durante a fermentagdo desenvolvida espontaneamente, como tipo e
origem da farinha, temperatura de manutencdo do fermento, teor de agua e duracdo do
processo de fermentacdo (NIONELLE; RIZZELLO, 2016). Dentre as espécies comumente
isoladas, sdo reconhecidas trés classes de BAL, as homofermentativas obrigatorias, as
heterofermentativas obrigatorias e as heterofermentativas facultativas, conforme descrito no

quadro 1.
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Quadro 1 — Classificagio das Bactérias Acido Laticas frequentemente isoladas a partir de

sourdough do tipo 1

CLASSE FUNCAO EXEMPLOS

Homofermentativa | Produzem uma molécula de acido latico | Lactobacillus
Obrigatoria pela fermentagdo de uma molécula de
glicose, e sintetizem também outras
substancias em menor concentragdo como | Lactobacillus farciminis
diacetil, acetaldeido e hexanal. Sio
responsaveis pelo aroma e acidez
caracteristico da fermentacao sourdough.

acidophilus,

Heterofermentativa | Produzem a partir da molécula de glicoses | Lactobacillus
Facultativa produtos como acido latico, acido acético,
dioxido de carbono e uma baixa
quantidade de etanol. Sdo responsaveis | Lactobacillus
pelo aroma e volume dado ao fermento e
massa do pao.

fermentum,

brevis;

Leuconostoc citreum

Heterofermentativa | Em circunstancias abundantes de glicose, | Lactobacillus
Obrigatdéria possui a capacidade de deteriorar a
molécula de pentose e glutamato por meio
da via metabdlica chamada de Pentose | Lactobacillus casei
Fosfato ou Fosfocetolase, ocasionando na
producao de didxido de carbono, acido
latico, acido acético e/ou etanol.
Responsaveis pelo aroma e volume dado
ao fermento e massa do pao.

plantarum,

Fonte: Axelsson (2004); Silva (2015). Adaptado.

A fermentag¢do sourdough era considerada um método de fermentagdo relativamente
demorado, pois havia a necessidade de que os microrganismos se propagassem naturalmente
pela massa. Porém com o advento da fermenta¢do com o uso de leveduras ja selecionadas e
especificas, como S. cerevisiae, a arte de fazer o proprio fermento foi deixando de ser
praticada (BRANDT, 2007; FADANI, 2012). Estudos recentes apontam que, os paises que
mais utilizam a fermenta¢do natural sdo a Italia e a Franca (GOBBET, M., GANNZLE, 2013
apud CAPPELLE et al. 2013; SEIBEL; BRUMMER, 1991). O fermento natural reapareceu
nas ultimas décadas devido ao aumento da procura dos consumidores por produtos menos

processados e que atribuam benéficos a saude (APLEVICZ et al., 2013Db).
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3.4.1 Classificacao tipos de fermentac¢ao sourdough

Segundo Siepmann et al. (2018), o sourdough ¢ classificado de acordo com o método
tecnologico e o tipo de fermentacao usado para sua elaboragao, podendo ser Sourdough tipo 1,

I1, III, como mostrado na figura 1 e o mais recentemente relatado sourdough tipo IV.

Figura 1- Esquema dos processos de produgao do fermento sourdough

TIPO | TIPO Il TIPO [II
Processo tradicional Industrial Industrial

!

Farinha + Agua + Sourdough

l_ LiQuIDo SECO

Mistura

Fermentacao a
L temperatura
ambiente

pH final 4.0

!

PAO SOURDOUGH
Fonte: Chavan, Chavan. (2011). Adaptado.

3.4.1.1 Sourdough tipo 1

O sourdough tipo 1 é semelhante aos processos tradicionais realizados ha séculos
atras (CORSETTI; GOBBETTI; SMACCHI; 2007). E formado pela mistura de farinha de
trigo ou outro cereal e agua, na qual a fermentacdo tem inicio a partir da propagagao
espontanea de BAL e leveduras que estdo no ambiente, ou na farinha, a temperatura entre 20
°C e 30 °C, e pH proximo de 4,0. Nesse tipo de sourdough podem ser encontrados BAL
dominantes: Lactobacillus sanfranciscensis e Lactobacillus pontis, entre outras espécies
como: Lactobacillus fermentum, Lactobacillus brevis, e Lactobacillus farciminis (DE
VUYST et al., 2002).

Neste tipo de sourdough, o fermento requer alimentacdo por meio de back-slopping.

Ou seja, o fermento ¢ alimentado de forma continua, com as mesmas proporc¢des de agua e
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farinha, realizando assim uma propagag¢ao natural dos microrganismos presentes no fermento.
Este processo proporciona ao fermento uma sele¢cdo competitiva de microrganismos até que
seja estabelecida uma comunidade microbiana estavel, o que ocorre ap6s sete a dez dias de

propagacao (MENEZES et al., 2019a).

3.4.1.2 Sourdough tipo 11

O sourdough tipo 1l ¢ formado por BAL selecionadas e reativadas. As BAL sao
previamente selecionadas, pela sua capacidade de produzir compostos aromaticos,
acidificag@o entre outros, para serem adicionados a massa madre (farinha e agua), conferindo
assim caracteristicas singulares ao sourdough (DE VUYST; NEYSENS, 2005;
PAPADIMITRIOU, 2019). Apds 24 horas de fermentacdo, a temperaturas proximas a 30 °C,
o pH pode chegar a 3,5 (BOCKER; STOLZ; HAMMES, 1995).

A cultura iniciadora adicionada ao sourdough, por se encontrar em maior
concentragdo, inibe 0s microrganismos que se encontram naturalmente na farinha e na agua
(SIEPMANN, 2019). Diversos microrganismos podem ser adicionados neste tipo de
fermentagdo, tanto homofermentativos quanto heterofermentativos, tais como: Lactobacillus
acidophilus, Lb. farciminis, Lb. brevis, Lb. fermentum, Lactobacillus frumenti, Lactobacillus
reuteri, W. minor, todos com a finalidade de sintetizar produtos que oferecem ao sourdough
as caracteristicas que se distinguem das demais fermentagdes (MULLER et al, 2001;
PAPADIMITRIOU, 2019; SIEPMANN, 2019).

O sourdough tipo Il pode ser chamado também de fermento acelerado. Com o
advento da industrializagdo, o setor de panificacdo necessitou de uma solugdo para produzir
uma grande quantidade de paes, que mantivesse a mesma qualidade de paes produzidos
artesanalmente (DE VUYST; NEYSENS, 2005; PAPADIMITRIOU, 2019; SIEPMANN,
2019). Este tipo de fermentacdo ¢ considerado um novo segmento para a industria da
panificacdo, ja que tornou possivel reduzir o tempo de preparo do fermento natural de uma
semana, no minimo, para apenas algumas horas, ja que, quando comparado ao sourdough tipo
I, o tipo II ndo necessita da alimentagdo back-slopping, tornando assim o processo de
fermentagdo mais rapido (MENEZES et al., 2019a). Massas fermentadas usando sourdough
tipo II exibem maior rendimento quando comparadas as fermentagdes convencionais, usando

apenas a levedura S. cerevisiae e apresentam chances menores de contaminagdo por bolores e
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leveduras, por ser um processo de apenas uma etapa (SIEPMAN, 2019; MULLER, et al.,
2001).

3.4.1.3 Sourdough tipo 111

O sourdough tipo III é a forma desidratada ou seca do tipo II. As técnicas mais usadas
para a producdo do o sourdough tipo I1I sdo a secagem por aspersdo € a secagem em tambor.
Esse tipo de fermentagdo ¢ a mais usada comercialmente, podendo apresentar inumeras
vantagens em relacao ao tipo I e II, como armazenamento, manuseio e distribuicao, além de
proporcionar ao consumidor um produto pronto para uso (CHAVAN; CHAVAN, 2011,
PAPADIMITRIOU, 2019).

3.4.1.4 Sourdough tipo IV

A fermentagdo sourdough tipo IV ¢é considerada uma tecnologia recente. Culturas
iniciadoras sao aplicadas na massa madre dando inicio ao processo de fermentagdo. Assim a
massa madre ¢ alimentada da mesma maneira que o sourdough tipo I, por meio da propagacao
back-slopping. Logo, se os microrganismos propagados ao longo dos dias de fermentacao
forem mais fortes que a cultura iniciadora, adicionada intencionalmente, esta serd inibida pela
microbiota natural presente no fermento. Isto se deve ao fato de que, a cultura iniciadora nao
esta acostumada ao ambiente semi solido, para realizar seu metabolismo e competir com
microrganismos, que ja sdo tipicos deste ambiente de propagacao. Logo, para obter sucesso,
neste novo tipo de fermentacdo, diversas varidveis devem ser consideradas, como tempo de
fermentacdo e qualidade da farinha, para que as culturas iniciadoras e a microbiota natural
desenvolvam boa interacao. Novos estudos estdo sendo realizada sobre esta nova classe de
sourdough (PAPADIMITRIOU, 2019; SIEPMANN, 2019; DE VYUST et al., 2014,
SIEPMANN, 2019; MINERVINI et al., 2010; SIRAGURASA et al., 2009).

3.4.2 Efeitos da fermentac¢ao sourdough em pao

A fermentacdo sourdough ¢ conhecida como uma biotecnologia que possui a

capacidade de melhorar diversos aspectos de produtos oriundos da industria da panificagao,
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alterando propriedades reologicas, atuando no aumento de vida de prateleira e melhorando
diversos aspectos sensoriais. Nos ultimos quinze anos diversas pesquisas tém sido realizadas
para avaliar a importancia ¢ os efeitos da a fermentacdo sourdough (THE BENEFITS OF
SOURDOUGH, 2013). A fermentagdo sourdough fornece diversos beneficios tecnologicos
tanto a massa madre quanto ao produto final, o pao, dentre eles estdo melhorias na textura e
no volume; aumento da vida de prateleira; aumento da biodisponibilidade de minerais e
digestibilidade proteica, produg¢do de aromas; redugcdo de FODMAPs e producdo de
bacteriocinas (CORSETTI; GOBBETTI; SMACCHI, 1996; MENEZES et al, 2018b;
SAKANDAR, 2019).

Existem inimeras atividades metabdlicas que sdo atribuidas a acdo BAL e que afetam
as propriedades dos paes, entre elas destacam-se acréscimo de sabor e aroma a massa, redugao
de fatores antinutricionais, conversdo de substancias toxicas e produgdo de substancias
antimicrobianas (bactericidas e fungicidas) (CORSETTI; SETTANI, 2007). Por meio de
alteragdes bioquimicas tanto em proteinas quanto em carboidratos, presentes na farinha de
trigo, a fermentacgao sourdough tem como finalidade oferecer ao consumidor um produto com
uma qualidade superior frente ao produto obtido pela fermentagcdo convencional, feita com S.

cerevisiae (DE VYUST; NEYSENS, 2005).

3.4.2.1 Efeitos sobre as proteinas e textura

Um dos beneficios notdrios do sourdough ¢ a capacidade de hidrolisar as proteinas
do trigo, gliadina e glutenina, que juntas formam o gluten. O conjunto das propriedades
apresentadas por essas proteinas oferecem a massa formadora do pao viscoelasticidade e
maior aprisionamento do didxido de carbono. O efeito da fermentagdo sobre as proteinas afeta
diretamente a qualidade, textura, quantidade de aminoacidos livres, volume e digestibilidade
(GOBBETTI et al., 2014; GANZLE; LOPONEN; GOBBETTI, 2008).

A acidificagdo microbiana altera o pH da massa para o ideal das proteinases dos
cereais (protedlise primaria). A acidificacao e a reducao das ligagdes dissulfeto nas proteinas
do gluten por lactobacilos homo e heterofermentativos, degradam o gluten em peptideos
menores, interrompendo a rede do gliten e aumentando a solubilidade das proteinas do
mesmo. A hidrolise de peptideos (protedlise secundaria) pelos lactobacilos do fermento
acumula aminoacidos na massa (GANZLE; LOPONEN; GOBBETTI, 2008). Além disso,

inameros peptideos bioativos liberados a partir da hidrdlise do gliten foram encontrados na
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massa fermentada por sourdough, entre eles varios antioxidantes (GOBBETTI et al., 2014),
antifungicos (RIZELLO et al., 2011) e anti-hipertensivos (OMEDI et al., 2016). A sintese
desses compostos tem sido associada a a¢do de enzimas proteoliticas microbianas e vegetais
(GOBBETTI et al., 2014).

Quanto a textura, os acidos organicos produzidos pelas BAL afetam as fracdes de
proteina ¢ amido da farinha e a queda no pH associada a produgdo de 4cido aumenta a
atividade de proteases e amilases, retardando o endurecimento do pao (BARTKIENE, et al.,
2017). Esse efeito aumenta o valor nutricional do pao, quando comparado a paes elaborados
com fermentacdo por S. cerevisiae € também aumenta sua extensibilidade e amolecimento da
massa do pdo, diminuindo assim o retrogradacdo do amido e consequentemente o
endurecimento da parte interior do pdo (AXFORD, 1968; KATINA et al, 2005).

Além disso, algumas espécies de BAL como L. plantarum e Lc citreum sdo capazes de
produzir Exopolissacarideos (EPS), biopolimeros microbianos exdgenos que possuem a
capacidade de melhorar diversas propriedades de textura e retardar o endurecimento do pao,
prolongando sua vida til, além de serem compostos considerados prebioticos (DERTLI et al.,

2016; KETABI et al., 2008; TORRIERI ef al., 2014; NUNES, 2018).

3.4.2.2 Volume

A producdo de CO, ¢ responsavel pelo crescimento do pdo. A associacdo entre BAL
(Lactobacillus sanfranciscensis, Lactobacillus plantarum) e leveduras, resultam na producao
de CO; mais rapido, diminuindo em até um terco o tempo de fermentagdo. Outro fator que
afeta o volume do pao ¢ a estrutura do gluten. O 4cido latico, produzido por BAL como

Lactobacillus, € responsavel por uma estrutura mais eléstica do gliten (GOBBETTI, 1998).

3.4.2.3 Vida de prateleira e Bacteriocinas

O prazo curto da vida de prateleira de produtos oriundos da industria de panificagdo ¢
considerado grave um problema. A deteriora¢do desses produtos geralmente estd associada a
mudangas que ocorrem na por¢do interior dos produtos, que se iniciam a parir do surgimento
de microrganismos prejudiciais a satde ou deteriorantes (BECHETEL et al., 1953; DE DEA
LINDNER et al., 2013). Os acidos organicos produzidos pelas BAL presentes no fermento
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sourdough diminuem o pH do pao inibindo assim o aparecimento de deteriorantes, como
Penicillium; Aspergillus, Fusarium, Bacillus sp. que sdo geralmente associados ao menor
tempo de prateleira de diversos produtos (CORSETTIL et al., 1996; KIRSCHNER, VON
HOLY, 1989).

As Dbacteriocinas sdo proteinas, ou pequenos peptideos produzidos dentro do
ribossomo de algumas bactérias biologicamente ativas, como BAL. Sdo liberadas de dentro
do meio celular quando o microrganismo sofre alguma condi¢@o de estresse excessivo, como
alteragdoes de temperatura ¢ pH. Sao termoestaveis e possuem a fungdo de inibir tanto
bactérias gram-positivas quanto gram-negativa como Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
Clostridium botulinum e Listeria monocytogenes (CORSETTI; SETTANNI; VAN
SINDEREN, 2006; DE MARCO, 2019; SCHITTLER, 2012). A produgdo de bacteriocinas
pelas BAL presentes na fermentacdo sourdough oferece ao pao sourdough atividade contra
microrganismos patdgenos e deteriorantes, ocasionando assim, o aumento de vida de
prateleira do produto (CORSETTI; GOBBETTI; SMACCHI, 1996; CORSETTI;
SETTANNI; VAN SINDEREN, 2006; MESSENS; DE VUYST, 2002; RASCH; KNOCHEL,
1998).

3.4.2.4 Sabor e aromas

O sabor e odor do pao sourdough sao diretamente influenciados pela fermentagdo dos
carboidratos presentes na massa madre. Diversos compostos volateis podem ser formados
pelas BAL durante a fermentacdo e liberados durante o forneamento dos paes,
proporcionando um conjunto de aromas caracteristico do pao obtido por fermentagdo natural e
que o difere dos paes produzidos pela fermenta¢dao comercial (VERMEULEN et al., 2006).

O uso de leveduras como Saccharomyces e Hansenula, em conjunto com o fermento
sourdough, fornecem a massa do pdo um aumento significativo na producdo de compostos
como 3-metilbutanol, etanol e metilpropanol, responsaveis pelo aumento de aroma do pao

(HANSEN; SCHIEBERLE, 2005).

3.4.2.5 FODMAPs

Segundo Menezes ef al. (2019b), um dos beneficios nutricionais mais importantes que

a fermentag¢do sourdough proporciona ao pao ¢ a reducdo de FODMAPs. Os FODMAPs
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(Fermentaveis, oligossacarideos, dissacarideos, monossacarideos e poliois) sdo caracterizados
por ser um grupo heterogéneo de compostos, como carboidratos de cadeias curtas, que podem
ser mal digeridos, podendo apresentar uma variedade de efeitos no gastrointestinais. Dentro
dos FODMAPs pode-se encontrar a lactose, frutose em excesso de glicose, frutanos e galacto-
oligossacarideos (rafinose e estaquiose), polidis de agucar (sorbitol, manitol) e
frutooligossacarideos (nistose e kestose) (MUIR et al., 2009). Por ser consumido diariamente,
em muitos paises do mundo, o pao representa uma propor¢do significativa da ingestdo de
FODMAPs. Os frutanos sdo os principais FODMAPs encontrados em produtos a base de
trigo, como o pao (MENEZES et al., 2018; BIESIEKIERSKI et al., 2011; SHEWRY; HEY;
2015; ZIEGLER et al., 2016). Frutanos sdo polimeros de frutose, podendo ser encontrados
em diversos alimentos, como o trigo. Sdo fibras alimentares soluveis, resistentes a enzimas,
presentes no intestino humano (FILISETTI, 2002).

O consumo de FODMAPs pode ser prejudicial a saude, e esta diretamente associado,
ao aparecimento de doengas intestinais, como a sintomas da Sindrome do Intestino Irritavel
(SII) e o aparecimento de sintomas relacionados a sensibilidade ao gluten ndo celiaca (SGNC)
(BARRET, 2017; SKODIJES et al., 2018). Diversos estudos realizados sobre a redugdo do
consumo de alimentos com FODMAPs demonstram resultados positivos no tratamento do SII

e SGNC (ZANNINIL; ARENT, 2018; BIESIEKIERSKI ef al., 2013; HALMOS et al., 2014).

3.4.2.6 Acidos Organicos

Os 4cidos organicos sao considerados os acidos mais usados na industria de alimentos,
principalmente como conservantes e aditivos (FIORUCCI, 2012). Durante a fermentacao
sourdough sao formados, a partir do metabolismo das BAL, acidos organicos como &cido
latico e acético, sendo responsaveis pela acidez do fermento. No pao estes acidos atuam no
sabor, aroma, formacdo da rede de gluten e maior retencdo de gis, aumento de volume,
melhoria da textura do pao e extensio da vida util pelos efeitos antimicrobianos
(MARTINBIANCO, 2013; PLESSAS, 2012).

Diversas espécies de BAL possuem a capacidades de produzir diferentes acidos
organicos, portanto, diferentes dcidos podem ser formados e em quantidade maior ou menor,
dentro do fermento sourdough dependendo da cepa escolhida para fermentar (MENEZES,
2018; NUNES, 2018).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MICRORGANISMOS E CONDICOES DE CRESCIMENTO

As cepas utilizadas neste trabalho foram selecionadas preliminarmente a partir do
trabalho desenvolvido por Nunes (2018). As cepas utilizadas para a formulagdo do fermento
sourdough sao provenientes do Laboratorio de Bioprocessos, localizado no Departamento de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos na Universidade Federal de Santa Catarina (Tabela 1). Os
microrganismos foram reativados em caldo MRS, por 48 h em estufa a 36 °C. Apos este
periodo, foi realizado repique das culturas em novo caldo MRS permanecendo em estufa
overnight a 36 °C. Apos o crescimento, o caldo foi centrifugado por 10 mim a 4000 rpm. Os

microrganismos foram resuspensos em agua mineral estéril e foram inoculados no fermento

sourdough.

Tabelal — Microrganismos usados para a formulagdo dos fermentos sourdough.

Classificacao
Microrganismo Cepa Origem
metabdlica
Heterofermentativo
Leuconostoc citreum LBP UFSC 4900 Sourdough ‘ )
Obrigatorio
. Heterofermentativo
Lactobacillus plantarum ~ LBP UFSC 21 Desconhecida _ .
Obrigatorio
Heterofermentativo
Weisella minor LBP UFSC 4451 Sourdough _ _
Obrigatorio
Homofermentativo
Lactobacillus farciminis LBP UFSC 4841 Sourdough ‘ .
Obrigatorio
Sourdough Heterofermentativo
Lactobacillus brevis LBP UFSC 4901 ‘ .
Obrigatorio
Heterofermentativo
Lactobacillus fermentum  LBP UFSC 17 Desconhecida _ _
Obrigatorio

Fonte: Nunes (2018). Adaptado.
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4.2 FORMULACAO DO FERMENTO SOURDOUGH

Foram elaborados 3 fermentos sourdough constituidos de uma mistura de farinha de
trigo organica branca (Ecobio, Coronel Bicaco, RS, Brasil) e 4gua mineral na proporg¢ado 1:1
(m/m) com a adi¢do de culturas iniciadoras de BAL. Cada fermento usado foi composto de
trés cepas de BAL e foram nominados como F1, F2 e F3. No F1, o fermento foi composto de
Lb. farciminis, Lc. citreum e Lb. plantarum; F2 foi composto de W. minor, Lb. farciminis e
Lb. brevis; no F3 foram empregados Lb. fermentum, Lc. citreum e W. minor. As culturas
iniciadoras foram adicionadas individualmente a uma concentracio aproximadamente 10°
UFC.g" no fermento sourdough. Os fermentos sourdough permaneceram incubados em

estufa a 36 °C por 24 h de acordo com Siepmann (2019).

4.3 FORMULACAO DOS PAES

Foram formulados 4 paes - P1, P2, P3 e P4- como demonstrado na tabela 2, usando
na composi¢do, como ingredientes 600 g de farinha orgéanica branca (Ecobio, Coronel Bicaco,
RS, Brasil), 300 g de 4gua mineral, 13,8 g de sal, 15 g de actcar e 6 g de fermento biologico
comercial (S. cerevisiae) (SIEPMANN, 2019). Para P1, P2 e P3 foram adicionados15% (m/m
em relagdo ao total de farinha) de cada fermento sourdough F1, F2, F3, respectivamente. No
tratamento P4, foi usado apenas o fermento bioldgico comercial, e este foi considerado o
tratamento controle. Os paes foram fermentados por 6 h em estufa a 30 °C e assados em uma
bandeja de ago inox a 180 °C por 30 min em forno com circulacao forcada e injecao de vapor
(Venancio, Venancio Aires, RS). Apds a coccdo, os paes foram resfriados a temperatura
ambiente e armazenados em sacos plasticos de polietileno, a temperatura ambiente, até a

realizagdo das demais analises.
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Tabela 2 — Composi¢ao dos paes e fermentos sourdough.

Pao éﬁg‘:ﬁ:a tivos Composicao do fermento sourdough

P1 F1 +S. cerevisiae F1 = Lb. farciminis, Lc. citreum e Lb. Plantarum
P2 F2 + §. cerevisiae F2 = W. minor, Lb. farciminis e Lb. Brevis

P3 F3 + 8. cerevisiae F3 = Lb. fermentum, Lc. citreum e W. minor

P4 S. cerevisiae -

" Fonte: Autor.

44INDICE DE ACIDEZ TOTAL TITULAVEL (TTA) E POTENCIAL
HIDROGENIONICO (pH)

Para a determinacdo de TTA e pH foram realizadas seguindo a metodologia descrita
pelos métodos fisico-quimicos para andlise de alimentos do Instituto Adolfo Lutz (IAL,
2005). Inicialmente pesou-se 5 g de cada amostra de pao, depositadas em becker de 100 mL,
nos quais foram homogeneizadas adicionando 50 mL de dgua destilada. Para a andlise de
TTA, adicionou-se 3 gotas do indicador fenolftaleina e realizou-se a titulacdo com o uso de
NaOH 0,1 mol.L" até a viragem com aparecimento da cor rosa claro na solugdo. Foram
realizadas analises de pH ¢ TTA no fermento sourdough tempo 0 h (logo apds a inoculagcao
das BAL) e ap6s 24 h, nas massas dos paes formulados no tempo 0 h e 6 h de fermentacao.
Para o pao sourdough, as andlises foram conduzidas no tempo 1 e 5 dias apds seu

forneamento. Todas as anélises foram realizadas em triplicata.

4.5 TEXTURA

A andlise do perfil de textura foi realizada no departamento de Engenharia de
Alimentos, localizado no Centro de Ciéncias Tecnoldgicas, na UFSC. Foi utilizado o
equipamento TA.HD.plus (Stable Micro Systems, Surrey, Reino Unido), a analise foi
realizada em quadruplicada, usando quatro amostras do mesmo pao, no primeiro e quinto dia
de armazenamento. Usou-se uma fatia de 25 mm do miolo de cada pao. O pao foi comprimido
a temperatura ambiente com um cilindro esférico de 38 mm, velocidade de teste de 1 mm.s™ e

deformacao de 40% em altura. A analise determinou a resiliéncia, coesividade, elasticidade,
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dureza, gomosidade e mastigabilidade do paes formulados com e sem a adi¢ao dos fermentos

sourdough (APLEVICZ, 2013D).

4.6 ANALISES MICROBIOLOGICAS

A contagem de BAL e leveduras foram no realizadas fermento nos tempos 0 h e 24
h, e na massa dos pdes nos tempos 0 h e 6 h, respectivamente. Nos paes foi realizada a
contagem de bolores e leveduras no primeiro € no quinto dia de armazenamento. Para a
realizagdo da analise seguiu-se a metodologia descrita por Aplevicz (2013b). Cinco g de
amostra foram diluidas em 45 mL de 4gua peptonada estéril, com sucessiva agitacdo até
completa dissolugdo. Dilui¢des seriadas foram executadas com uso de dgua peptonada. MRS
agar foi usado para o cultivo de BAL sob anaerobiose com incubagdo a 36 °C por 48 h, para
leveduras foi utilizado o agar YEPG (Yeast Extract, Peptone, Glucose, com a adicdo de
clorofenicol), as placas foram incubadas a 25 °C por 72 h e para analise de bolores e leveduras
foi empregado o dgar PDA (Potato Dextrose Agar) com incubacdo a 25 °C por 7 dias. As

analises foram realizadas em duplicata.

4.7 COR DOS PAES

A determinagdo de cor nos pdes foi realizada nos miolos. A analise foi realizada
utilizando-se o colorimetro Chroma Meter CR-400 (Minolta, Osaka, Japao). O equipamento
foi previamente calibrado e ajustado para operar com angulo de observagdao de 10° e
iluminante D65. Para calcular os parametros de cor avaliados, L*, a*, b*, ¢ e h, usou-se a
escala de cor CIELab. O pardmetro L* varia de 0 a 100, indicando a diferenca de
luminosidade entre o preto e branco, respectivamente, o eixo a* indica a variagdo de vermelho
(+a*) para verde (-a*), o eixo b* demonstra a variagdo que ocorre do amarelo (+b*) para azul
(-b*), o c* indica a tonalidade e o pardmetro h* a luminosidade da amostra (APLEVICZ,

2013b).
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4.8 VOLUME ESPECIFICO

O volume especifico nas amostras de fermento, massa e pao foi determinado pelo método
de deslocamento de sementes, seguindo a metodologia descrita por Hallen, Ibanaglu e
Ainsworth (2004). As amostras foram depositadas em proveta e becker de volume conhecido
(Vc) e preenchidas por sementes de linhaga. Foram anotados os volumes de preenchimento

das sementes (Vg). Para obter-se o volume do pao (Vy), foi utilizada a equacao (1).

Ve (mL)=Vc-Vr (1)

O volume especifico foi obtido a partir da razdo entre Vi ¢ P (peso da amostra), como
descrito na equacao (2). A analise foi realizada no tempo 0 h e 24 h de fermentagdo do
fermento sourdough, no tempo 0 h e 6 h de fermentacdo na massa do pao e no primeiro dia

apos fabricacao do pao sourdough.

Vs(mL/g)=V/P (2

4.9 FRUTANOS

Para a determinacdo total de frutanos nas amostras de pao foi utilizado o Kit de ensaio
enzimatico Megazyme Fructan HK (Megazyme, Bray, Irlanda), seguindo a metodologia
recomendada pelo fabricante.

As anélises foram realizadas em duplicata, no primeiro dia de armazenamento dos paes.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

As diferengas entre os resultados obtidos foram determinadas por analise de variancia
(ANOVA), mediante o teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o software Statistica

versdo 10.0, Excel e R versdo 3.6.0 "Planting of a Tree".
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 FERMENTO SOURDOUGH

A adigdo de culturas iniciadoras no fermento sourdough tem como objetivo iniciar o
processo de fermentacdo e acidificar o fermento de maneira mais rapida (DE VUYST,
NEYSENS, 2005; STOLZ, BOCKER, 1996). De acordo com Paramithiotis et al. (2007), a
interacdo entre os microrganismos presentes nas culturas iniciadoras podem gerar diversos
beneficios ao fermento sourdough, como o aumento de acidez pela produgdo de &cidos
organicos como o 4cido latico e o acido acético (BOCKER et al., 1995; HAMMES,
GANZLE, 1998).

Os resultados das andlises de pH e TTA dos fermentos sourdough no tempo 0 h e 24
h de fermentacdo estdo demonstrados na Tabela 3. Os valores de pH dos tratamentos no
tempo 0 h de fermentagdo ndo variaram significantemente entre si (p>0,05). Todos os valores
de pH dos tratamentos apds 24 h de fermentagdo variaram estatisticamente entre si, (p<0,05),
sendo que o tratamento F1 foi o que apresentou o menor pH (3,74 + 0,01). Quando
comparado o mesmo tratamento no tempo 0 h e 24 h, todos apresentaram diferenga estatistica
(p<0,05), sendo que, todos tratamentos apds 24 h de fermentagdo apresentaram menor valor
de pH, indicando que houve uma diminui¢do significativa nos valores de pH no decorrer do
tempo de fermentacdo. O pH do fermento sourdough ideal para ser utilizado na fabricacdo de
paes deve variar entre 3,5 a 4,3 (PAUTANEN; FLANDE R; KATINA, 2009). Assim, pode-se
verificar que a fermentacao rapida de 24 h a partir das cepas selecionadas foi satisfatoria para

que os fermentos atingissem a faixa de pH ideal para serem aplicados como fermento.
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Tabela 3 - Valores de pH e Acidez Total Titulavel (TTA) no fermento sourdough no tempo 0
h e 24 h de fermentacao.

Tratamentos
Tempo (h) F1 F2 F3
pH 0h 6,34 + 0,04** 6,31 +0,02*" 6,22 +0,01**
24 h 3,74 +0,01°B 3,92 +£0,01°8 3,77 + 0,028
TTA 0h 2,13+0,47*8 1,01 £0,10°® 2,02 +0,10*8
6h 14,77 £2,57% 11,33 +0,82** 12,87 +041*

Legenda: Resultados apresentados como média de triplicatas £ desvio padrfio. Letras mintisculas diferentes
sobrescritas na mesma linha (a, b, ¢) indicam diferenga significativa entre os tratamentos aplicados (p<0,05).
Letras maiusculas diferentes sobrescritas (A e B) indicam diferengas significativas entre diferentes dias de
analise ¢ o mesmo tratamento. O fermento F1 foi composto de Lb. farciminis, Lc. citreum e Lb. plantarum; F2
foi composto de W. minor, Lb. farciminis e Lb. brevis; no F3 foram empregados Lb. fermentum, Lc. citreum e W.
minor.

Fonte: Autor.

Os valores de TTA dos tratamentos, durante o tempo 0 h de fermentagdo, F1 ¢ F3
ndo deferiram estatisticamente, (p>0,05), porém o tratamento F2 foi o que apresentou maior
diferenca estatistica entre os resultados, (p<0,05). Os valores de TTA dos tratamentos apos 24
h de fermentagdo ndo apresentaram diferenga estatistica, (p>0,05). No tempo 24 h os
fermentos ndo apresentaram diferenga estatistica entre si, (p>0,05), mas quando comparado o
mesmo tratamento nos tempos 0 h e 24 h houve diferencga estatistica, (p<0,05), indicando que
ha uma grande acidificagdo dos fermentos durante a fermentagdo. Apesar de ndo haver
diferenga estatistica entre os fermentos no tempo 24 h, (p>0,05), o fermento F2 apresentou
menor valor de TTA, esse fermento foi produzido com Lb. brevis e W. minor que segundo
Nunes (2018) foram, um dos microrganismos, com a maior capacidade acidificante, entre os
testados, o que pode explicar assim o aumento de acidez.

De acordo com Siepmann (2019), a adi¢do de BAL no fermento sourdough afeta
diretamente o processo de acidificagdo do meio, alterando os valores de pH e TTA por meio
da produgdo de diversos acidos organicos, como o acido latico e o acido acético. Estudos
realizados por Aplevicz et al., (2013a) com a adicdo de BAL no fermento sourdough
formulado com suco da uva Nidgara rosada, também demonstraram a reducdo do pH e
aumento do TTA, indicando maior acidez do fermento ao longo do tempo de fermentagao.
Ainda, de acordo Paramithiotis et al. (2005), em estudo realizado com fermento sourdough,
foi verificado que os valores de pH e TTA variaram de 3,57 a 3,85 e¢ 10,1 a 12,5,
respectivamente. Sabino; Sousa e Santos (2015) também estudaram como a acidez do

fermento sourdough, formulado com culturas iniciadoras, S. cerevisiae, Lb. rhamnosus e Bf.
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Bifidum, podem afetar algumas propriedades reologicas de pao sem glaten. Foram realizadas
analises de pH e TTA, obtendo valores de 3,81 e 5,34, respectivamente, ap6s 48 h de
fermentagdo. O aumento de acidez, dos fermentos sourdough, pode ser pelo uso de diferentes
BAL na formulagdo das culturas iniciadoras aplicadas nos fermentos sourdough (COLLAR et
al., 1996; CORSETTI et al., 1998).

A maioria das reacdes quimicas que acontecem no fermento sourdough tipo 11
ocorrem pela presenga de microrganismos como as BAL (ROCHA; MALCATA, 2019).
Quando ha adicao de BAL selecionadas, direcionadas de acordo com a necessidade requerida
pela industria de alimentos, ocorre, consequentemente, um aumento na qualidade dos paes
produzidos a partir deste tipo de fermentagao (GUINET; GODON, 1996).

Os resultados das analises microbioldgicas estdo demonstrados na Tabela 4. A
contagem de BAL dos tratamentos no tempo O h, ndo variou significantemente entre si,
(p>0,05). Também nao houve diferenca estatistica significativa entre os tratamentos apds 24h
de fermentacdo, (p>0,05). No entanto, para os tratamentos F1 e F3, houve um aumento
significativo na concentracdo da BAL apos 24h de fermentacdo. No trabalho realizado por
Siepmann (2019), a contagem de BAL no fermento sourdough tipo II variou entre 7,9 a 9.4
log UF C.g'l. Essa baixa concentracdo encontrada pode ser explicada pela redugdo do pH, a
partir do aumento de acidez pela producao de acidos organicos pelas BAL, podendo assim

inibir o crescimento das mesmas.

Tabela 4 - Contagens microbianas do fermento sourdough no tempo 0 h e 24 h de
fermentacio em log UFC.g™.

Tratamentos
Tempo (h) F1 F2 F3
BAL 0h 8,97+0,96*  10,34+0,55**  9,45+0,52°°
24 h 11,56 £ 1,15* 10,99 +0,37* 12,57 +0,62*
Leveduras 0h <4,00°* 433 +0,53*"  3,62+230™
24 h <4,00°* 5,88 +0,83*" 6,71 +£0,12**

Legenda: Resultados como média de duplicatas + desvio padrdo. Letras minusculas diferentes sobrescritas na
mesma linha (a, b, ¢) indicam diferenca significativa entre os tratamentos aplicados (p<0,05). Letras maitsculas
diferentes sobrescritas (A e B) indicam diferencas significativas entre diferentes dias de analise € o mesmo
tratamento. O fermento F1 foi composto de Lb. farciminis, Lc. citreum e Lb. plantarum; F2 foi composto de W.
minor, Lb. farciminis e Lb. brevis; no F3 foram empregados Lb. fermentum, Lc. citreum e W. minor.

Fonte: Autor.

No fermento sourdough tipo Il € possivel obter contagens microbiologicas iguais ou

superiores de BAL quando comparadas ao fermento sourdough tradicional (tipo I). No estudo
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realizado por Stefanello (2014), a contagem de BAL apo6s 14 dias de propagacao do
sourdough tipo I foi de 9,0 log UFC.g™, valor abaixo do encontrado neste estudo. Su; Schlicht
e Ganzle, estudaram como glutamato descarboxilase poderia contribuir em diversos aspectos
tecnologicos na massa fermentada usando o Lb. reuteri. Em um dos seus testes foi realizado a
contagem de BAL no fermento formulado e obtido valores entre 10,7 e 10,5 log UFC.g™, ap6s

12 h de fermentagao, valores proximos do obtido pelo fermento F2.

A contagem de leveduras em YEPG dos tratamentos F2 e F3 nos tempos 0 h e 24h de
fermentacdo ndo variaram significantemente entre si, (p>0,05), porém o tratamento F1 diferiu
significativamente dos demais tratamentos, (p<0,05), apresentando contagem de leveduras
inferior a <4,00 log UFC.g" mesmo apds 24 h de fermentagdo. A inibi¢do das leveduras neste
fermento pode ser atribuida a acidificagdo mais intensa do F1, evidenciada pelos valores de
pH mais baixo ¢ TTA mais elevado que nos demais sourdough. As leveduras crescem em
uma faixa ampla de pH, aproximadamente de 4,5 a 6,5, porém, com o aumento excessivo da
acidez, por meio da producdo de 4cidos organicos pelas BAL, pode ocorrer a sua inibi¢dao
(PIPER, et al., 1998). E importante destacar que ndo sdo todos os 4cidos organicos que inibem
o crescimento de leveduras, conforme descrito por Mcdonald; Henderson; Heron (1991), o
acido latico possui baixo poder fungicida. E possivel ainda que tenha ocorrido um efeito
inibitorio das BAL utilizadas no F1 frente as leveduras. As relagdes de competi¢do e simbiose
entre a microbiota do fermento sourdough sdo complexas e por sua vez influenciam na
determinagdo de quais microrganismos irdo compor a comunidade microbiana do fermento
maduro. Em geral o nimero de leveduras ¢ menor que o de BAL (GOBBETTI et al., 2016).
Menezes (2019) realizou um estudo sobre as qualidades nutricionais do fermento sourdough e
também obteve um aumento significativo na contagem de leveduras, apds 48 h da primeira
fermentacio do sourdough tipo I, atingiu a contagem atingiu 6,6 log UFC.g", valor proximo

do tratamento F3, ap6s 24 h de fermentacao.

O volume especifico obtido para fermento sourdough tipo Il ¢ um dos principais
parametros usados para avaliar a producdo e retengdo de CO; sintetizado a partir das BAL.
Quando ocorre a adi¢do de diferentes culturas iniciadoras no fermento, os resultados obtidos
podem variar (HAMMES; GANZLE, 1998). As BAL que se destacam para a produgao de
CO; sdo caracterizadas como heterofermentativas. Por meio da via glicolitica de Embden-
Meyerhoff ocorre a metabolizagdo de hexoses, demais carboidratos, como glicose e frutose,

sdo metabolizadas via fosfoketololase, e se obtém como produto final principal o acido latico
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etanol e acido acético que posteriormente, através de rotas secundarias, serao modificados e
transformados em ésteres, aldeidos e cetonas, compostos aromaticos. A razdo molar entre o
acido latico e acético. De maneira geral essa metabolizagdo gera uma quantidade significativa
de didéxido de carbono, auxiliando no crescimento do fermento (HUERTAS, 2010;
AXELSSON, 1999).

O volume especifico de F1, F2 e F3 no tempo 0 h de fermentagdo foi de 1,13 g.mL".
Ap6s 24 h de fermentagdo o volume dos tratamentos F1, F2 e F3, esta demonstrado na figura
X. F1 e F3 obtiveram um aumento de 15,1% e F2 de 6,2%, em relagao ao tempo 0 h de
fermentagdo. O maior volume especifico encontrado foram nos tratamentos F1 e F3, 1,3
g.mL", enquanto o tratamento F2 foi o que apresentou menor volume especifico, 1,2 g.mL™".
Isto pode ser atribuido fato de como o CO, é um produto do metabolismo de BAL e leveduras
e que F2 foi o fermento que teve menor contagem de BAL depois de 24 h fermentando. Sendo
assim, quanto menor a quantidade de BAL, presente no fermento, menos produto do
metabolismo, isso € confirmado pelo fato de o F2 ter acidificado menos, pois obteve o menor
TTA e o maior pH, ou seja, realmente continha menos microrganismo, sendo assim
produziram menos compostos do metabolismo, acidos e CO,. Pode haver um efeito de
protocooperagao entre as culturas indicadoras, assim como pode haver um efeito de inibigao,

o que provavelmente explica o menor pH e maior acidez do F2.

FIGURA 2 — Volume especifico fermentos sourdough apos 24 h de fermentagio (g.mL™)

F3 1.3
F2 1.2
F1 1.3
1,15 1.2 1,25 1.3 1.35

Legenda: O fermento F1 foi composto de Lb. farciminis, Lc. citreum e Lb. plantarum; F2 foi composto de W.
minor, Lb. farciminis e Lb. brevis; no F3 foram empregados Lb. fermentum, Lc. citreum e W. minor.

Fonte: Autor.
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O fermento sourdough proporciona a massa do pao maior acidez, favorecendo o
aumento das forgas interligantes do gluten. Contribuindo para a exposicdo de regides
hidrofébicas da molécula e formagdo de uma hidrolise parcial de sua cadeia. Como
consequéncia dessa exposicao, ocorre a formagao de uma emulsdo, que torna a massa do pao
menos elastica e mais extensivel, favorecendo assim a retencdo de CO,, aumentando

consequentemente o volume do fermento (CLARK et al., 2004; OSBORNE, 1907).

5.2 MASSAS DOS PAES

Os resultados das analises de pH ¢ TTA das massas dos paes no tempo O h e 6 h de
fermentagdo estdo demonstrados na Tabela 5. No tempo 0 h, P2 ¢ P3 nao diferiram
significativamente entre si, (p>0,05), porém P1 e P4 variaram estatisticamente dos demais
tratamentos, (p<0,05).

O tratamento P1 apresentou menor pH (5,15 £0,01) e P4 maior (5,59 + 0,01). Apds
6 h de fermentagdo, P1 e P3 apresentaram os menores valores de pH (p<0,05), diferindo
estatisticamente dos demais. Por outro lado, P4 apresentou o maior valor de pH, diferindo
estatisticamente dos demais. O menor decréscimo de pH foi observado para P4, elaborado
somente com S. cerevisiae, evidenciando que a acidificagdo a partir dos fermentos sourdough
(P1, P2 e P3) foi mais intensa. Quando comparado o mesmo tratamento no tempo 0 h e apds 6
h de fermentagdo, todos apresentaram diferenca estatistica entre si, (p<0,05) demonstrando

que houve uma queda significativa no pH dos quatro tratamentos, ao longo da fermentacao.

Tabela 5 — Valores de pH e Acidez Total Titulavel (TTA) nas massas dos paes no tempo O h e
6 h de fermentacao.

Tratamentos
Tempo (h) Pl P2 P3 P4
pH 0h 515+0,01°  520+0,01°* 5,19+0,02°* 5,59+0,01**
6 h 433+0,02°® 4,73+£0,04"® 444+0,02® 5,37+0,03*
TTA 0h 2,85+0,18% 249+031°* 2,73+0,37" 1,36+0,10°°
6 h 3,86 £0,10™  3,56+0,71°* 3,74+0,00** 2,43+0,21°*

Legenda: Resultados como média de triplicatas + desvio padrdo. Letras minusculas diferentes sobrescritas na
mesma linha (a, b, c¢) indicam diferenca significativa entre os tratamentos aplicados (p<0,05). Letras maiusculas
diferentes sobrescritas (A e B) indicam diferengas significativas entre diferentes dias de analise e o mesmo
tratamento. O tratamento P1 foi composto do fermento F1 e S. cerevisiae; P2 foi composto do fermento F2 e S.
cerevisiae; no P3 foram empregados o fermento F3 e S. cerevisiae; P4 foi adicionado S. cerevisiae.

Fonte: Autor.
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Quanto aos valores de TTA dos tratamentos no tempo 0 h de fermentagao, P1, P2 e P3
ndo variaram significantemente entre si, (p>0,05). O tratamento P4 apresentou a menor TTA,
diferindo estatisticamente dos demais, (p<0,05). Isto se deve a adicdo dos fermentos
sourdough a massa de P1, P2 e P3, uma vez que adiciona-se também uma pequena quantidade
de acidos organicos que foi produzida pelas BAL no periodo de 24 h de fermentacao durante
o preparo do sourdough, o que ndo ocorreu com o tratamento P4, ja que nao foi adicionado do
fermento natural. Apds 6 h de fermentacdo, P1 P2 e P3 ndo apresentaram diferenca estatistica
entre si, (p>0,05). Por outro lado, P4 apresentou o menor valor para TTA, diferindo
estatisticamente dos demais, (p<0,05), o que demonstra novamente que a acidificacdo nos
tratamentos adicionados de sourdough a acidificagdo foi mais intensa. Quando comparados os
tratamentos no tempo 0 h e apds 6 h de fermentagdo, P1, P3 ¢ P4 apresentaram entre os
tempos, demonstrando que houve um acréscimo significativo da acidez durante o periodo de 6
h de fermentacdo. O tratamento P2 ndo demonstrou diferenga estatistica, (p>0,05) entre 0 e 6
h de fermentagao.

Estudos realizados por Clark et al. (2004) evidenciaram que as massas dos paes, apos
24 h de fermentagdo, adicionadas de fermento sourdough tipo 11, apresentaram pH de 5,49,
uma maior reducao de pH, quando comparado ao pao controle formulado sem a adigdo do
fermento sourdough, que obteve pH de 6,30. O mesmo ocorreu para os valores de TTA,
confirmando assim os valores encontrados neste trabalho, que de maneira geral também
demonstrou maior acidez das massas adicionadas de fermento sourdough. De acordo com
Thiele; Génzle; Vogel (2002) a reducao do pH no decorrer do tempo de fermentagdo ocorre
pela produgdo de acidos organicos como acido latico e acético, produtos do metabolismo das
BAL.

A associacdo de BAL e S. cerevisiae pode trazer alteracdes, tanto no crescimento de
BAL, quanto no volume das massas dos paes sourdough (PARAMITHIOTIS, 2006). Os
resultados das andlises microbioldgicas estdo demonstrados na Tabela 6. Nao houve diferenga
estatistica significativa entre os tratamentos (p>0,05), P1, P2 e P3 para a contagem de BAL
tanto no inoculo (tempo 0 h) quanto apds o periodo de fermentacao (6 h). P4 diferiu
estatisticamente dos demais tratamentos (p<0,05), apresentando menor contagem, 2,00 £ 0,01
log UFC.g'1 no tempo 0 h. Esta pequena pode estar relacionada a concentracdo de BAL
corresponde as bactérias que estdo naturalmente presentes na farinha de trigo (MENEZES,

2019a). Apds 6 h de fermentagdao a contagem de BAL seguiu o mesmo padrao, P4 diferiu
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estatisticamente dos demais tratamentos (p<0,05), apresentando menor contagem, 5,60 +
0,05. Quando comparado as contagens realizadas do tempo 0 h até o final da fermentacao (6
h), apenas P4 apresentou diferenca estatistica (p<0,05). O tratamento P4 foi formulado apenas
com a adicdo da S. cerevisiae o que pode explica menor contagem de BAL, uma vez que nao
houve nesse tratamento a inoculagdo das BAL presentes nos sourdough dos demais. Também
foram realizadas contagens de leveduras, porém os resultados obtidos no tempo 0 h e apos 6 h

de fermentagdo apresentaram resultados inferiores a 10* log UFC.g™".

Tabela 6 — Contagem microbiana, bactérias acido laticas nas massas dos paes com O h e 6 h
fermentagio (log UFC.g™).

Tratamentos
Tempo (h) P1 P2 P3 P4
BAL 0h 10,08 £ 0,22** 10,47 £0,52** 11,24 +0,48" 2,00+0,01°®
6 h 10,05+ 0,08** 10,83 +0,30*" 10,44 +0,94** 5,60 +0,05°*

Legenda: Resultados como média de duplicatas + desvio padrdo. Letras minusculas diferentes sobrescritas na
mesma linha (a, b, ¢) indicam diferenca significativa entre os tratamentos aplicados (p < 0,05 Teste de Tukey).
Letras maiusculas diferentes sobrescritas (A e B) indicam diferengas significativas entre diferentes dias de
analise e 0 mesmo tratamento. O tratamento P1 foi composto do fermento F1 e S. cerevisiae, P2 foi composto
do fermento F2 e S. cerevisiae; no P3 foram empregados o fermento F3 e S. cerevisiae; P4 foi adicionado S.
cerevisiae

Fonte: Autor.

De acordo com Aplevicz et al. (2013a), apds 10 h de fermentagdo, as duas linhagens
de L. paracasei e a primeira linhagem de S. cerevisiae apresentaram o maior crescimento
microbiano (BAL e leveduras), ocorreu ap6s 10 horas de fermentagdo. Entre as massas
formuladas com a adicdo de BAL, a massa com a segunda linhagem de L. paracasei
apresentou a maior contagem, 8,91 log UFC.g"', j4 a massa contendo a primeira linhagem de
S. cerevisiae, obteve contagem de 8,03 log UFC.g™" .

O volume especifico de P1, P2, P3 e P4 no tempo 0 h de fermentagdo foi de 1,23
g.mL'l. Os resultados das andlises de volume especifico, de T1, T2, T3 e T4, ap6s de 6 h de
fermentagdo estdo demonstrados na figura 3. De maneira geral os tratamentos que obtiveram a
adi¢do do fermento sourdough apresentaram maior volume especifico. Sendo que, ap6ds 6 h de
fermentagdo o tratamento P1 apresentou o maior volume especifico, 3,33 g.mL'l, um aumento
de 170,7% em relagdo ao tempo 0 h de fermentagdo. Porém o tratamento P4 formulado apenas
com a adicao de S. cerevisiae obteve o menor volume especifico entre demais tratamentos,
2,66 g.mL'l, um aumento de 116,3%. Estes resultados corroboram com os resultados obtidos

do fermento sourdough, o tratamento F1 ap6s 24 h de fermentacdo apresentou um dos maiores
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volumes especifico, proporcionando a massa do pao sourdough do tratamento P1 também

maior volume especifico, quando comparado aos demais tratamentos.

FIGURA 3 — Volume massas ap6s 6 h de fermentacdo (g.mL™")

P1 3,33

a2

0,00 0,50 1,00 1.50 2,00 2,50 3,00 3,50

Legenda: O tratamento P1 foi composto do fermento F1 e S. cerevisiae; P2 foi composto do fermento F2 e S.
cerevisiae; no P3 foram empregados o fermento F3 e S. cerevisiae; P4 foi adicionado S. cerevisiae

Fonte: Autor.

De acordo com Gocmen et al.(2006), a quantidade de CO; influencia diretamente o
crescimento da estrutura da massa do pao. A presenga de BAL e S. cerevisiae, na massa do
pao faz com que aumente a produgdao de CO, A S. cerevisiae consome o0s acucares
biodisponiveis na massa do pao, transformando-os em CO,, fazendo com que ocasionalmente
a massa aumente de volume, durante seu tempo de fermentacdo. Isto s6 ocorre, pois quando
ha a mistura dos ingredientes, para a formacdo da massa, ocorre uma incorporagdo de ar
dentro da massa do pao, diminuindo assim sua densidade e proporcionando a formacao de
alvéolos, considerados locais por onde o CO,, produzido pela levedura, podera que alojar

(NITZKE; BIEDRZYCKI, 2004).
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5.3 PAES

A figura 4 apresenta os paes obtidos neste trabalho.

Figura 4 — Paes formulados com e sem adi¢do do fermento sourdough

Legenda: Os paes A, B, C e D representam os tratamentos P1, P2, P3 e P4. Os tratamentos P1, P2 ¢ P3
receberam a adigdo do fermento sourdough, F1, F2 e F3, respectivamente, P4 foi formulado apenas com a adi¢do
de S. cerevisiae.

Fonte: Autor.

Os resultados das analises de pH e TTA dos paes nos formulados no primeiro e
quinto dia de fabricacdo estdo demonstrados na Tabela 7. Os valores de pH dos tratamentos
P1 e P3 no primeiro dia de armazenamento ndo variaram significantemente entre si (p>0,05),
e apresentaram o menor valor de pH entre os tratamentos, 4,51 += 0,01 e 4,44 = 0,05,
respectivamente, P2 e P4 apresentaram diferenca estatistica dos demais tratamentos (p<0,05),
sendo que P4 obteve o maior pH entre os tratamentos, 5,59 + 0,01. O tratamento P4 foi
formulado apenas com a adi¢do da S. cerevisiae, o que pode explicar o maior valor de pH
encontrado. De acordo com Silva (2011) paes formulados apenas com a adi¢dao do fermento

comercial, apresentaram o valor de pH entre 5,40 ¢ 5,66. Conforme o estudo realizado por
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Oliveira et al. (2011) em paes de forma, com a adigcdo de S. cerevisiae o valor de pH obtido
foi de 5,64 = 0,15. Ambos os estudos obtiveram a mesma faixa de pH encontrada neste
trabalho.

Os valores de pH apo6s 5 dias de armazenamento mantiveram o mesmo padrao
descrito acima, os valores de pH dos tratamentos P1 e P3 ndo variaram significativamente
entre si (p>0,05), e apresentaram o menor valor de pH entre os tratamentos, 4,42 + 0,03 ¢ 4,44
+ 0,05, respectivamente, P2 e P4 apresentaram diferenca estatistica dos demais tratamentos
(»<0,05), sendo que P4 obteve o maior valor de pH entre os demais tratamentos, 5,54 + 0,03.
Quando comparado, durante o primeiro e quinto dia de armazenamento, os tratamentos que
apresentaram diferenca estatistica (p<0,05), entre si foram P1 ¢ P4, sendo que o menor pH

obtido foi ap6s 5 dias de fabricagdo, 4,42 £ 0,03 e 5,54 + 0,03, respectivamente.

Tabela 7 - Valores de pH e Acidez Total Titulavel (TTA) nos paes formulados no primeiro e
quinto dia de armazenamento.

Tratamentos
Tempo (dias) P1 P2 P3 P4
pH 1° 4,51+0,01  4,66+0,02"* 4,46+0,04* 5,59+0,01°"
5° 442 +0,03®  4,66+0,05" 4,44+0,05" 5,54+0,03"
TTA 1° 492+021** 433+0,10® 522+0,11** 2.81+0,28"
5° 5,45+0,45 439+027"% 539+0,11"* 3,16+0,13%*

Legenda: Resultados como média de triplicatas = desvio padrdo. Letras minusculas diferentes sobrescritas na
mesma linha (a, b, ¢) indicam diferenca significativa entre os tratamentos aplicados (p < 0,05 Teste de Tukey).
Letras maiusculas diferentes sobrescritas (A e B) indicam diferencgas significativas entre diferentes dias de
analise e 0 mesmo tratamento. O tratamento P1 foi composto do fermento F1 e S. cerevisiae; P2 foi composto
do fermento F2 e S. cerevisiae; no P3 foram empregados o fermento F3 e S. cerevisiae; P4 foi adicionado S.
cerevisiae.

Fonte: Autor.

Os valores de TTA dos tratamentos P1 e P3 no primeiro dia de armazenamento nao
variaram significativamente entre si (p>0,05), e apresentaram o maior valor de TTA entre os
tratamentos, 4,92 = 0,21 e 5,22 + 0,11, respectivamente, P2 e T4 apresentaram diferenga
estatistica dos demais tratamentos (p<0,05), sendo que P4 obteve o menor valor de TTA entre
os tratamentos, 2,81 + 0,28. Os valores de TTA apods 5 dias de armazenamento mantiveram o
mesmo padrao descrito acima, os valores de pH dos tratamentos P1 e P3 ndo variaram
significantemente entre si (p>0,05), e apresentaram o maior valor de TTA entre os

tratamentos, 5,45 = 0,45 e 5,39 + 0,11, respectivamente, P2 e P4 apresentaram diferenga
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significativa dos demais tratamentos (p<0,05), sendo que P4 obteve o menor valor de TTA
entre os demais tratamentos, 3,16 + 0,13. Quando comparado, durante o primeiro e quinto dia
de armazenamento, ndo houve diferencga estatistica entre os tratamentos.

Plessas et al. (2011) prepararam paes usando culturas iniciadoras contendo 10 % de
Lactobacillus sakei e 10 % Lactobacillus acidophilus e obtiveram pH de 3,9 e TTA de 11,0
porém os resultados das analises de pH e TTA deste trabalho, apresentaram valores acima de
4,0 e abaixo de 5,5, respectivamente. O aumento da acidez também foi constado por Katina et
al. (2002) em seu estudo usando diferentes culturas iniciadoras no fermento sourdough para a
fabricag¢do de pao. De acordo com os autores a selecao dos microrganismos que constituem a
cultura iniciadora, voltada para seu potencial antimicrobiano, pode prevenir a deterioragdo do
pdo. O fermento sourdough proporciona ao pao o aumento da acidez pelo aumento da
concentracdo de diversos acidos orgénicos, como acido latico, medido a partir do indice de
acidez titulavel e acético, produzidos pelas BAL, presentes na cultura iniciadora adicionada
ao sourdough (DE VUYST; NEYSENS, 2005).

Os fungos sdo considerados um dos principais deteriorantes presentes em paes,
diminuindo rapidamente sua vida de prateleira, sendo assim, uma alternativa para a induastria
aumentar a vida de prateleira de paes sem o uso de produtos quimicos, como conservantes ¢ a
adicao do fermento sourdough, que de acordo com diversos estudos vem se apresentando um
bom conservante natural (CORSETT], ef al., 1996; CLARKE, SCHOBER; ARENDT, 2002).

Os resultados das analises da contagem de bolores e leveduras, nos paes formulados
no primeiro e quinto dia de armazenamento, estdo demonstrados na Tabela 8. A contagem de
bolores e leveduras em dgar PDA, P3 e P4 dos tratamentos no tempo primeiro dia de
armazenamento, ndo variaram significativamente entre si (p>0,05), e apresentaram a maior
contagem, 3,45 + 0,21 e 3,93 £+ 0,03, respectivamente. P1 e P2 obtiveram diferenga estatistica
dos demais resultados (p<0,05), sendo que o tratamento P2 obteve contagem inferior a <107
log UFC. g'l. A contagem de bolores e leveduras, em agar PDA, P3 e P4 dos tratamentos no
tempo quinto dia de armazenamento, ndo variaram significativamente entre si (p>0,05) e
apresentaram a maior contagem, 5,39 £+ 0,15 e 5,74 + 0,12, respectivamente. P1 e P2
obtiveram diferenca estatistica dos demais resultados (p<0,05) sendo que P1 obteve a menor
contagem entre os demais tratamentos, 3,50 + 0,28 log UFC.g". Quando comparado os
tratamentos durante o primeiro e quinto dia de armazenamento, P2, P3 e P4 obtiveram

diferenca estatistica entre si (p<0,05), sendo que os tratamentos apds o quinto dia de
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fabricagdo apresentaram a maior contagem, P1 foi o Unico tratamento que nao apresentou
diferenga estatistica.
Tabela 8 - Contagem microbiana de bolores e leveduras nos paes formulados no primeiro e

quinto dia de armazenamento (log UFC.g™).

Tratamentos
Tempo (dias) Pl P2 P3 P4
Leveduras 1° 2,74 + 1,04°* <2,00® 3,45+021" 3,93 +0,03%°
50 3,50 £0,28  472+0,13* 539+0,15* 5,74+0,12**

Legenda: Resultados como média de duplicatas + desvio padrdo. Letras minusculas diferentes sobrescritas na
mesma linha (a, b, ¢) indicam diferenga significativa entre os tratamentos aplicados (P < 0,05 Teste de Tukey).
Letras maiudsculas diferentes sobrescritas (A e B) indicam diferengas significativas entre diferentes dias de
analise ¢ 0 mesmo tratamento. O tratamento P1 foi composto do fermento F1 e S. cerevisiae; P2 foi composto
do fermento F2 e S. cerevisiae; no P3 foram empregados o fermento F3 e S. cerevisiae; P4 foi adicionado S.
cerevisiae

Fonte: Autor.

O aparecimento de bolores de leveduras dos tratamentos P1 e P4, apos o quinto dia
armazenamento pode ser observado na figura 5, o que corrobora com o resultado da
contagem. O tratamento P4 foi um dos tratamentos que obtiveram maior contagem e
apresentou visualmente o aparecimento e fungos, € o tratamento P1 foi o que apresentou
menor, sendo que visualmente ndo foi constatado o aparecimento de fungos. O tratamento P1
obteve a adi¢do do fermento sourdough com o menor pH, 3,74 = 0,01 e também apresentou
um dos menores valores de pH dentre todos os paes avaliados, neste estudo, tanto no primeiro
quanto no quinto dia de armazenamento. A reducao de pH também influencia diretamente na
presenca de microrganismo, tanto patogeno, quanto deteriorantes, como fungos e leveduras,
no pao sourdough, ja que o meio 4acido inibe a atividade metabolica dos mesmos (DE
MARTINIS et al., 2007). De acordo com o estudo realizado por Tonetto (2018), com a adi¢ao
de fermento sourdough tipo 1 em pao sem a adi¢do de gluten, foi obtido uma redugdo
significativa na contagem de bolores e leveduras nos paes com o sourdough em relagdo ao
controle, adicionado de S. cerevisiae, no primeiro dia de fabricagdo o pao controle apresentou
contagem de 2,8 log UFC.g" e os pies sourdough variando de 2,65 a 0 log UFC.g", apos 5
dias foram realizadas novas contagens e se obtiveram os seguintes valores, 4,97 e 3,59 log

UFC.g" a 1,42 log UFC.g", respectivamente.
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Figura 5 — Paes com e sem fermento sourdough ap6s 5 dias de armazenamento.

P1

Legenda: Tratamento P1 e P4 apds 5 dias de armazenamento. O tratamento P1 além de ter obtido a menor
contagem de bolores e leveduras, visualmente ndo apresentou a presenca tipica de bolores e leveduras, oposto do
tratamento P4.

Fonte: Autor

O volume especifico ¢ um parametro muito usado para determinar a produgdo e
reten¢do de CO; pela massa e pelo pao, no decorrer da fermentacdo e a cocgdo, além de ser
um dos principais critérios usados pelos consumidos para avaliar a qualidade de produtos
oriundos da panificagio como o pao (DELCOUR; HOSENEY, 2010). Os resultados das
analises de volume especifico, realizadas no primeiro dia de fabricagdo, estio demonstradas
na tabela 6. O tratamento P1 apresentou o maior volume especifico dentre todos os paes, 1,38
g.mL", corroborando com os resultados obtidos do fermento sourdough e massa do pdo, em
que ambos o primeiro tratamento apresentou o maior volume especifico, P2 obteve o menor
volume dentre os tratamentos, 1,18 g.mL™". Porém quando comparado os resultados, de
maneira geral, houve uma reducdo entre o volume da massa e do pao apds a cocgao.

Martinbianco et al. (2013) produziram paes sourdough com adi¢do de apenas uma
BAL, L. plantarum e foi obtido valor especifico de 1,29 gmL", quando houve a adigio de
trés microrganismos, K. marxianus, D. bruxellensis e L. plantarum, obtiveram um aumento no

volume especifico do pdo, 2,87 g.mL™".
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Tabela 6 — Volume especifico pies no primeiro dia de armazenamento (g.mL™)

Pl 1.38

1.1 1.15 1.2 1.25 1.3 1.35 1.4

Legenda: O tratamento P1 foi composto do fermento F1 e S. cerevisiae; P2 foi composto do fermento F2 ¢ S.
cerevisiae; no P3 foram empregados o fermento F3 e S. cerevisiae; P4 foi adicionado S. cerevisiae

Fonte: Autor.

De acordo com Rodrigues; Steinmacher (2016) o volume especifico de paes,
produzidos com diferentes concentragdes de microrganismos no fermento sourdough e
farinha de paingo, apresentaram valores entre 1,72 e 2,14 g.mL'l. O volume especifico
representa a relagdo entre fracdo de ar existente na massa apos a sua coc¢ao € o seu teor de
solidos. Quanto maior o volume especifico obtido, mais aerado e leve € o pdo, assim como
quanto menor € o volume especifico menos aerado, e evidenciam erros durante o
processamento do pdo, durante a coccdo e o batimento (ESTELLER; DA SILVA LANNES,
2005).

A cor ¢ um dos principais parametros mais usados pelo consumidor para a compra
dos mais diversos produtos oferecidos no mercado como o pao (BERNO; SPOTO;
CANNIATTI-BRAZACA, 2007; CREPALDI, 2006). De acordo com a Resolu¢ao da Anvisa
n° 90 de 2000, ndo existe nenhum padrdo de cor a ser seguido para pades oriundos de
fermentacdo natural, apenas para paes denominados francés, pelo qual deve apresentar
coloracao da casca castanho-dourada e miolo branco-creme. Os resultados das analises de cor
dos paes no primeiro dia de fabricacdo estdo demonstrados na tabela 9. Dentre todos os
padrdes analisados, L*, a*, b*, c* e h os tratamentos ndo apresentaram diferenca estatistica,
(p>0,05), ou seja, as diferentes culturas iniciadoras adicionadas nos fermentos sourdough que
foram usados para a fabricacdo dos paes nao afetaram a cor dos paes. A média do padrao de

luminosidade variou entre 66,63 + 1,16 ¢ 65,62 + 2,94, valores proximos ao encontrado por
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Farias (2012), que estudou a qualidade de paes tipo francés e obteve valores de luminosidade

entre 65,72 e¢ 72,35.

Tabela 9 — Resultados de determinagdo da cor (L*, a*, b*, c*e h) no miolo dos paes no

primeiro dia de armazenamento.

Tratamento L* a* b* c* H
P1 66,63 +1,16° 1,49+0,26° 17,54+0,82" 17,61 +0,83" 85,40+0,41°
P2 65,93 +1,34° 1,29+0,25° 17,01 +£0,90* 17,07+0,91° 85,67 +0,68"
P3 65,62 +2,94* 1,25+0,07° 16,83 +0,53" 16,87 +0,54* 85,75 +0,29°
P4 65,78 £ 1,86* 1,29 +0,08" 17,37+0,50° 17,24+0,48" 85,04 +0,57*

Resultados como média de quadruplicada + desvio padrdo. Letras diferentes sobrescritas na mesma coluna (a, b,
¢) indicam diferenga significativa entre os tratamentos aplicados (P <0, 05, Teste de Tukey). O tratamento P1 foi
composto do fermento F1 e S. cerevisiae; P2 foi composto do fermento F2 ¢ S. cerevisiae; no P3 foram
empregados o fermento F3 e S. cerevisiae; P4 foi adicionado S. cerevisiae

Fonte: Autor.

Choi; Kim; Lee (2016) realizaram a analise de cor no miolo de paes formulados com
o fermento sourdough tipo Il e adicionados apenas de S. cerevisiae, obtiveram valores de L*
que variaram entre, 83,25 e 78,29, e b* que variaram entre 20,91e 16,74, respectivamente.
Estudos realizados por Borges et al. (2011) em paes de sal enriquecidos com farinha integral
de linhaca obtiveram valores dos parametros de cor, L*, a* e b* nos miolos dos paes
formulados com uma mistura de 90:10 de farinha de trigo e linhaga integral, 68,40; 1,37 e
15,06; respectivamente, valores proximos dos encontrados neste trabalho. Ainda de acordo
com Purlis; Salvadori (2009) os valores aceitaveis pelo consumidor de luminosidade se
encontram na faixa de 60 a 78, sendo assim positivo o resultado encontrado neste trabalho,
pois os consumidores ndo iram diferenciar a cor dos paes com fermento sourdough de paes
fabricados apenas com a S. cerevisiae., podendo aumentar sua aceitabilidade.

A textura ¢ um pardmetro muito utilizado pelo consumidor, como indicador de
frescor e influéncia diretamente na aceitabilidade do pdo (BRADY; MAYER, 1985). Para se
obter um pao de alta qualidade os ingredientes devem ser bem selecionados, sendo que todos
eles irdo afetam diretamente a textura do pao. Dentre os aspectos avaliados pelo consumidor
para distinguir um produto de alta e baixa qualidade estdo a dureza inicial, avaliando qudo
duro, facil ou dificil ¢ de morder o produto, logo apos as caracteristicas sobre a gomosidade e
adesividade, e por fim a velocidade de mastiga¢do. Sendo assim ¢ de grande importancia o

estudo sobre a textura de diversos alimentos, como o pao (FELLOWS, 2019).
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Os resultados das analises do perfil de textura dos paes no primeiro dia e quinto dia
de fabricagdo estdo demonstrados na Tabela 10. Os pardmetros de resiliéncia, coesividade e
elasticidade foram analisados utilizando teste estatistico paramétrico, pois as amostras
apresentaram dados continuos, sem tendéncia e continham normalidade. Os testes
paramétricos sdo considerados mais confidveis nos dados de saida e foram realizados por
analise de varidncia (ANOVA) e teste de Tukey (LEITE, 2017).

Para os parametros de resiliéncia e coesividade, os tratamentos no primeiro dia de
armazenamento ndo variaram significativamente entre si (p>0,05), o mesmo ocorreu no
quinto dia de armazenamento. Quando comparado os tratamentos no primeiro e quinto dia,
para estes dois parametros, todos apresentaram diferenca estatistica entre si (p>0,05). Apds 5
dias os paes apresentaram menor resiliéncia e coesividade. Para o perfil de elasticidade, os
tratamentos no primeiro e quinto dia de fabricagdo, também ndo apresentaram diferenca
estatistica entre si (p>0,05). A aplicagdo de dos fermentos sourdough, constituido de
diferentes microrganismos, quando comparado ao tratamento adicionado apenas de S.
cerevisiae ¢ o tempo de fabricagdo analisados, o primeiro e quinto dia, ndo apresentaram

variacao para estes parametros estudados.
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Tabela 10 - Perfil de Textura dos paes no primeiro e quinto dia de armazenamento.

Perfil de textura

Adesividade

Resiliéncia(%) Coesividade Elasticidade(%) Dureza (g) Gomosidade Mastigabilidade
Tratamento — — — . (g.s) . .
xdp xdp xdp x *iqr x=iqr X xiqr x xiqr

Pl 33,58 + 3,43% 0,69 + 0,04 81,35+ 5,024 1188,60£1067,79  -20,30 + 40,77 828,39 + 687,626 661,93 + 48431
P24 34,52 £ 4,92 0,69 £ 0,07* 83,97 £ 5,71 80,42 + 99,55 -61,20 + 109,01 53,50 + 59,372 45,85+ 50,18
P34 31,17 £3,22% 0,65 + 0,02% 82,00 £ 3,04 94,80 + 36,12 -186,0 + 113,43 62,01 £21,792 50,72 + 17,17
P44 35,18 £2,22°% 0,72 +0,03** 85,79 £2.15% 415,01 811,82 27,74 + 55,94 291,79 + 569,97 243,82 + 475,93
Plsy 24,77 + 3,92°8 0,55 +£0,04 79,93 + 2,64*A 5820,05+ 157328  -31,64+ 6420  3271,13 + 569,97 2632,67 + 1032,39
P24 24,08 + 2,418 0,55 £0,04%" 79,29 & 5,74* 1589,14 +3139,01  -56,34+ 110,81 862,52 + 1144,753 718,69 £ 1419,74
P34 19,80 + 3,94%8 0,48 £0,06* 79,87 + 4,42% 3546,52 £2336,70 -310,76 £ 576,29  1679,14 +1701,99  1357,42 + 1130,75
P4s, 21,66 + 2,438 0,52 £0,03%° 80,61 + 3,20 6125,45+3139,01  -12,79 + 26,11 3200,38 + 906,63 2586,06 + 821,10

Legenda: Para os parametros, resiliéncia, coesividade e elasticidade, médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si por teste de Tukey ao intervalo de
confianga de 95 %, x= média dos valores; dp = desvio padrdo. Para os pardmetros, dureza, adesividade, gomosidade e mastigabilidade, x=mediana dos valores; iqr= distancia
interquartil. O tratamento P1 foi composto do fermento F1 ¢ S. cerevisiae; P2 foi composto do fermento F2 e S. cerevisiae; no P3 foram empregados o fermento F3 e S.
cerevisiae; P4 foi adicionado S. cerevisiae

Fonte: Autor.
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O perfil de coesividade determina o quanto um alimento ¢ deformado antes de atingir
o ponto de rompimento, ¢ engloba diversas caracteristicas secundarias de textura como a
gomosidade e mastigabilidade, ja a resiliéncia mede a capacidade que um material possui de
apos sofrer algum tipo de tensdo voltar ao seu estado normal. A elasticidade ¢ um parametro
que determina a velocidade que um material que sofreu algum tipo de deformagao retorna a
sua forma n3o deformada, depois que uma forga aplicada sobre ele ¢ retirada (CIVILLE;
SZCZESNIAK, 1979; SZCZESNIAK, 2002). De acordo com Sousa (2004) em seu estudo
sobre o uso de diferentes concentragdes de fermento natural em pao integral, o parametro de
resiliéncia e elasticidade apresentaram diferenca estatistica apds 3 e 7 dias de fabricagao, foi
evidenciado uma redugdo da elasticidade apenas para o pao controle. Estes resultados
corroboram com o obtido neste trabalho, em que apenas o pao com o fermento comercial
obteve diferenga estatistica entre os tempos de armazenamento, sendo que, quanto maior o
tempo de armazenamento menor a elasticidade do pao. Hammes; Ganzle (1998) afirmam que
a variagdo do perfil de textura estdo diretamente relacionas com a capacidade de expansdo do
glaten, resultante da producgdo de CO; pelas leveduras e BAL adicionadas no pao. Chiavaro et
al. (2008) avaliaram a coesividade e elasticidade em paes formulados com sourdough,
segundo o estudo estes pardmetros diminuiram com 8 dias de armazenamento.

Para os parametros de mastigabilidade, gomosidade, dureza e adesividade foi
utilizado teste estatistico ndo paramétrico, pois as amostras ndo atenderam as condigdes
necessarias de homocedasticidade e normalidade (LEITE, 2017).

A tabela 11 apresenta a diferencas avaliadas para o parametro de gomosidade. A
analise de variancia por Kruskal-Wallis (teste ndo paramétrico) para esta variavel apresentou
valor de p=0,005236, isso indica que houve diferenca significativa entre as amostras
analisadas. O teste de compara¢do da mediana por Conover-Iman foi usado para avaliar as
diferencas estatisticas entre as amostras. De acordo com a tabela 11, os tratamentos no
primeiro dia de armazenamento ndo variaram significativamente entre si, no quinto dia de
fabricacdo, apenas os tratamentos P2 e P4 variaram significativamente, sendo que P4
apresentou a maior mediana, 3200,38 = 906,63. Quando comparado, durante o primeiro e
quinto dia de armazenamento, apenas o tratamento P4 apresentou diferenca estatistica, sendo
que no quinto dia de fabricagdo obteve maior mediana. A gomosidade ¢ considerada uma
propriedade secundaria de textura, ¢ obtido através da divisdo dos parametros de dureza e
coesividade, ¢ definida como uma forga necessaria para tornar um alimento mastigavel e de

facil degluticao (CIVILLE; SZCZESNIAK, 1973; SZCZESNIAK, 2002).
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Tabela 11- Teste de Conover-Iman para a varidvel gomosidade

V.D."FLAV  Ply4 Plsq P24 P2s4 P34 P3s4 P44
Plsq 0,2960 - - - - - -
P24 1,0000 0,0104* - - - - -
P2s4 1,0000  0,0540 1,0000 - - - -
P34 1,0000  0,0110 1,0000 1,0000 - - -
P3s4 1,0000  1,0000 0,2960 1,0000 0,2984 - -
P44 1,0000  0,0084* 1,0000 1,0000 1,0000 0,2549 -
P4s4 0,2752  1,0000  0,0094*  0,0493*  0,0104* 1,0000  0,0076*

Legenda: (*) V.D.: varidvel dependente; P14, P24, P34 € P44 indicam os diferentes tratamentos no seu primeiro
dia de fabricagdo; Plsg, P2s4 , P354 € P44, indicam os diferentes tratamentos apds 5 dias de armazenamento; *
diferenca significativa ao intervalo de confianga de 95 %.

Fonte: Autor.

A tabela 12 apresenta a diferencas avaliadas para o parametro de mastigabilidade. A
analise de variancia por Kruskal-Wallis para a varidavel mastigabilidade apresentou valor de
p=0,006757, isso indica que houve diferenga significativa entre as amostras analisadas. O
teste de comparacdao da mediana por Conover-Iman foi usado para avaliar as diferengas entre
as amostras. De acordo com a tabela 12, os tratamentos no primeiro dia de armazenamento
ndo variaram significativamente entre si o mesmo fato ocorreu no quinto dia de
armazenamento. Quando comparado, durante o primeiro e quinto dia de fabricagdo, apenas o
tratamento P4 apresentou diferenca estatistica, sendo que no quinto dia de fabricagdo obteve
valor de maior mediana, 2586,06 + 821,10. A mastigabilidade, que faz parte do perfil de
coesividade, determina o tempo e forca necessarios para tornar um alimento adequado para

ser deglutido (CIVILLE; SZCZESNIAK, 1973; SZCZESNIAK, 2002).
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Tabela 12- Teste de Conover-Iman para a varidvel mastigabilidade

VDAFLAV  Plyq Plsqg P24 P2sq P34 P3sq P4
Plsq 0,446 - - - - - -
P24 1,0000  0,022* - . . ; ;
P2sq4 1,0000 0,089  1,0000 - - - -
P34 1,0000 0,017*  1,0000  1,0000 . ; ;
P3sq 1,0000 1,0000 0421  1,0000 0,345 - -
P4 1,0000 0,017* 0,421 1,0000  1,0000 0,345 ;
Pdsy 0,350  1,0000 0,017 0063  0,012*  1,0000  0,012*

Legenda: (*) V.D.: varidvel dependente; P14, P24, P34 € P44 indicam os diferentes tratamentos no seu primeiro
dia de fabricacdo; Plsg, P2s4 , P3s4 € P4s4, indicam os diferentes tratamentos apds 5 dias de fabricagdo; *
diferenca significativa ao intervalo de confianca de 95 %.

Fonte: Autor.

A tabela 13 apresenta a diferencas avaliadas para o parametro de dureza. A analise de
variancia por Kruskal-Wallis para a variavel dureza apresentou valor de p=0,004616,
indicando que houve diferenca significativa entre as amostras analisadas. O teste de
compara¢do da mediana por Conover-Iman foi usado para as diferengas entre as amostras. A
avaliacdo da tabela 13 indica que os tratamentos no primeiro dia de armazenamento nao
variaram significativamente entre si 0 mesmo fato ocorreu no quinto dia de armazenamento.
Quando comparado, durante o primeiro e quinto dia de armazenamento, apenas o tratamento
P4 apresentou diferenga estatistica, sendo que no quinto dia de fabricacdo obteve maior
mediana, 6125,45 + 3139,01 g. O perfil de dureza ¢ definido como uma for¢a aplicada em um
material até provocar algum tipo de deformacdo (CIVILLE; SZCZESNIAK, 1973;
SZCZESNIAK, 2002).

De acordo com estudos realizados por Vaz (2004), sobre o perfil de textura de paes
Mafra e tipo Alentejano, com o uso de fermentagdo natural, o parametro de dureza apresentou
resultado de 373 e 161 g, respectivamente, no primeiro dia de fabricagdo. Rizello et al. (2009)
avaliaram o perfil de dureza para paes sourdough formulados com gérmen de trigo entre 4 e 8
dias de armazenamento e verificaram que a dureza aumentou com o tempo. Estes resultados
vao de acordo com os obtidos por trabalhos realizados por Hebeda et al., (1990), conforme
descrito por estes autores o parametro de dureza influencia diretamente na aceitabilidade do

pdo pelo consumidor.
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Tabela 13- Teste de Conover-Iman para a varidvel dureza.

V.D."FLAV  Ply4 Plsq P24 P2s4 P34 P3s4 P44
Plsq 0,2708 - - - - - -
P24 1,0000  0,0064* - - - - -
P2s4 1,0000  0,0659 1,0000 - - - -
P34 1,0000 0,0114* 1,0000 1,0000 - - -
P3s4 1,0000  1,0000 0,1559 1,0000 0,2708 - -
P44 1,0000  0,0064* 0,421 1,0000 1,0000 0,1559 -
P4s4 0,2708  1,0000 0,0064 0,0659  0,0114* 1,0000  0,0064*

Legenda: (*) V.D.: varidvel dependente; P14, P24, P34 € P44 indicam os diferentes tratamentos no seu primeiro
dia de fabricacdo; Plsg, P2s4 , P3s4 € P4s4, indicam os diferentes tratamentos apds 5 dias de fabricagdo; *
diferenca significativa ao intervalo de confianga de 95 %.

Fonte: Autor.

A dureza da massa aumenta pois a estrutura formadora do gliten se rompe fazendo
com que o amido contido na mesma se ligue com a 4gua, que exsudou de proteinas, que
coagularam a partir do processo de cocc¢do, gerando um pao com maior umidade e maciez.
Apds a cocgdo o pao ¢ resfriado e armazenado reorganizando assim as moléculas do amido
que se reestruturam, assim a agua presente nas proteinas evapora tornando o pao mais seco e
com aspecto rigido (MADRE, 2017). Os paes formulados, neste trabalho, com o fermento
sourdough ndo apresentaram diferencas entre o primeiro e quinto dia de armazenamento,
sendo assim um possivel resultado positivo, pois os consumidores nao irdo diferenciar o
tempo de armazenamento com a qualidade do pao, contrariamente do que ocorreu no pao
formulado apenas com o fermento comercial, que obteve diferenga entre os dias de
armazenamento.

Para o perfil de adesividade a andlise de variancia por Kruskal-Wallis apresentou
valor de p=0,1416, indicando que a ndo houve diferenga significativa entre as amostras
analisadas. A adesividade mede a forca necessaria para retirar o alimento do que se adere a
boca, durante a andlise de textura ¢ avaliada a forga negativa necessaria para a
descompreensdo do probe, ou seja, como a forca resultante foi negativa, o probe fez mais
forca para sair da amostra do que para penetrd-la (CIVILLE; SZCZESNIAK, 1973;
SZCZESNIAK, 2002). Zhao et al., (2014) descreveu o efeito da acumulacao de glutamato em
paes sourdough com a reducdo de cloreto de sodio, foi avaliado diversos pardmetros de
textura no pdo, entre eles, a adesividade que apresentou valor entre 34 g.s para o pao
comercial, adicionado apenas de S. cerevisiae e 77 g.s para o pao sourdough. Ainda de acordo

com Di Monaco; Pepe; Cavella (2014) a adesividade de paes formulados com o fermento
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sourdough reduz com o tempo de armazenamento, isto se deve ao fato que a umidade também
reduz, tornando assim menos coeso, podendo afetar a aceitabilidade do produto para o
consumidor (Rohm et al. 1997).

A fermentacao sourdough pode afetar positivamente a textura de um pao, as BAL
presentes no fermento produzem diversos componentes, como 4cidos organicos e
principalmente o EPS, que possui a funcdo de substituicdo da adi¢do de compostos quimicos
no pao e tem como objetivo melhorar diversos parametros de textura (DI MONACO, 2015).
Os tratamentos continham diferentes BAL que afetaram positivamente a estrutura do pao, P1
e P3 continha em sua formulacao o Ln citreum, BAL descrita por Nunes (2018), como uma
das maiores produtoras de EPS, P2 continha W. minor que foi considerado um dos maiores
degradadores de glaten e L. brevis como produtor de gis. Sendo assim, o aumento da
qualidade do pao pode ser explicado pela alta capacidade de acidificacao e maior produgado de
COa,, EPS e 4cidos organicos por BAL adicionadas no fermento sourdough (NUNES, 2019).

Os frutanos sao considerados um dos maiores componentes do grupo de FODMAPs,
por apresentar maior representatividade, ou seja, em alimentos como o pao, estio em maior
quantidade, quando comparado com outros compostos pertencentes a este grupo (MENEZES,
2019a). Sendo assim, foi realizado um estudo sobre a capacidade de degradacdo de frutanos,
consequentemente FODMAPs, sobre paes adicionados de fermento sourdough. A tabela 14
apresenta a concentracdo de frutanos nos paes formulados com e sem a adi¢do do fermento
sourdough. Os tratamentos P1, P2 e P3 ndo apresentaram diferenca estatistica entre si
(p>0,05), sendo que apenas P4 diferiu estatisticamente dos demais tratamentos (p<0,05),

obtendo maior valor de frutanos, 0,81+ 0,15g /100g de pao.

Tabela 14 — Concentracao de frutanos nos paes formulados com e sem a adi¢do do fermento
sourdough no primeiro dia de armazenamento.

Tratamentos

P1 P2 P3 P4

Frutanos

0,17 £0,14° 0,06+ 0,04° 0,24 + 0,04° 0,81+ 0,15
(g/100g)

Legenda: Resultados como média de duplicatas + desvio padrao. Letras mintsculas diferentes sobrescritas na
mesma linha (a, b, ¢) indicam diferenga significativa entre os tratamentos aplicados (P < 0,05 Teste de Tukey). O
tratamento P1 foi composto do fermento F1 e S. cerevisiae; P2 foi composto do fermento F2 e S. cerevisiae; no
P3 foram empregados o fermento F3 e S. cerevisiae; P4 foi adicionado S. cerevisiae

Fonte: Autor.
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A redugdo de frutanos quando comparado ao tratamento formulado apenas com a
adi¢ao de S. cerevisiae foi de 79,01 % e 70,37%, para P1 e P3, respectivamente. P2 obteve a
maior redugdo entre os tratamentos, 92,60%. Menezes et al., (2019) avaliaram o efeito da
fermentagdo sourdough na reducdo de FODMAPs em paes, conforme descrito pelos autores
houve uma redugdo significativa da concentracdo de frutanos, em comparagdo com o pao
controle, formulado com o uso de fermento comercial. De acordo com a literatura, a maioria
das pessoas com SII pode tolerar a ingestdo de no maximo 0,5 g de FODMAPs por refeicao,
considerando todos os alimentos ingeridos. Os paes sourdough tiveram uma concentragao
abaixo desse valor, enquanto o pao de S. cerevisiae apresentou valor acima 0,68g/100g, de
acordo com Halmos et al. (2014). Assim, os paes sourdough obtidos neste estudo sdo
adequados para o consumo de pacientes com SII. Uma dieta reduzida em FODMAPs pode
alivar os sintomas da SII e potencialmente da SGNC (RAO; YU; FEDEWA, 2015; ZIEGLER
etal., 2016).

Diversos lactobacilos podem expressar algumas enzimas especificas, como a a-Gal
ndo redutora intracelular que possui funcdo de clivar os residuos terminais de a-galactose da
RAF e STA (SILVESTRONI et al., 2002; TEIXEIRA; MCNEILL; GANZLE, 2012),
levansucrase e sacarose fosforilase, que possuem a capacidade de converter agucares do tipo
rafinose (TIEKING et al., 2005), e a 1,6-a-glucosidase, capaz de hidrolisar glico-
oligossacarideos (GANZLE; FOLLADOR, 2012). Estas enzimas atuam possivelmente no
metabolismo dos FODMAPs (TEIXEIRA; MCNEILL; GANZLE, 2012; TIEKING et al.,
2005). J& as enzimas localizadas extracelularmente nas BAL degradam moléculas de maior
peso molecular, como os frutanos, levando ao acumulo extracelular de fracdes curtas, que
podem ser conduzidas para a célula bacteriana para a hidrolise intracelular (TSUJIKAXA;
NOMOTO; OSAWA, 2013). A BAL presente no fermento sourdough ainda ¢ capaz de clivar
e converter frutanos em outras moléculas, como frutose e sacarose. Em massas alimenticias
compostas por leveduras e bactérias, como o pdo, as BAL criaram condi¢des acidas que
melhoram a atividade da invertase das leveduras no meio podendo aumentar ainda mais a
degradacao dos frutanos. Sendo assim ¢ de grande importancia, e preferencialmente, adicionar
o fermento sourdough em conjunto com o fermento comercial (NILSSON; OSTE;

JAGERSTAD, 1987).
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6 CONCLUSAO

O desenvolvimento deste trabalho possibilitou um estudo mais aprofundado sobre o
uso de diferentes culturas iniciadoras no fermento sourdough para a formulacao de diferentes
paes. Neste sentido pode-se observar que de acordo com os resultados obtidos o fermento
sourdough proporcionou diversos aspectos positivos, tanto a massa, quanto aos paes. Foi
evidenciado a reducdo da concentragdo de frutanos nos paes formulados com o fermento
sourdough. Com relacdo a cor, os paes nao apresentaram diferenga entre os tratamentos
aplicados. De maneira geral, os paes formulados com o fermento sourdough também
apresentaram maior acidez, vida de prateleira, tanto no primeiro quanto no quinto dia de
armazenamento, ¢ volume especifico. Destacando os tratamentos P1 e P3 que foram
formulados com culturas iniciadoras, testadas anteriormente com maior poder acidificante. P1
obteve menor contagem de bolores e leveduras e maior volume especifico entre os
tratamentos testados. Para o perfil de textura, o tratamento P4, formulado com fermento
comercial, S. cerevisiae, apresentou as maiores diferencas entres os parametros e diferentes
dias de armazenamento testados, sendo que obteve maior dureza, mastigabilidade e
gomosidade.

De acordo com estes resultados, pode ser indicado o uso do tratamento F1,
formulado com as culturas iniciadoras, Lb. farciminis 4841, Lc. Citreum 4900 e Lb.
plantarum 21 para a formulagdo de paes que tenham como objetivo alcangar maior vida de
prateleira, acidez e volume. Ja o tratamento F2, formulado com as culturas iniciadoras W.
minor 4451, Lb. farciminis 4841 e Lb. brevis 4901 pode ser usado para a obtengdo de paes
com menor concentracdo de frutanos, indicado para consumo de pessoas com a SII. A
reducdo de consumo de FODMAPs pode aliviar os sintomas produzidos por esta sindrome. O
tratamento F3 obtido por meio da adi¢do de culturas indicadoras Lb. fermentum 17, Lc.
Citreum 4900 e W. minor 4451 pode ser indicado para a obtencao de paes mais acidos.

Sendo assim, pode-se concluir que os paes formulados com o fermento sourdough
obtiveram resultados promissores referente a acidez, volume, textura e concentracdo de
frutanos e apos 5 dias de armazenamento ndo foi constatado uma mudanga dos dados obtidos
pelas anélises quando comparado ao pao normalmente vendido comercialmente, com a adi¢dao

de S. cerevisiae. Dada a importancia do assunto, torna-se necessario a continuidade do estudo
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sobre a aplicabilidade de culturas iniciadoras no fermento sourdough para se obter paes com
diversos aspectos tecnologicos que beneficiariam tanto a industria de alimentos quanto o

consumidor final.
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