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RESUMO

Um fermento natural desenvolvido para produgdo de panetone passou por uma secagem, visando obter
um fermento natural em pd. Este trabalho investigou primeiramente os métodos de secagem vidveis
para as leveduras e as bactérias lacticas presentes no fermento natural. Os métodos testados foram
secagem em spray drier e secagem em estufa com ar forgado. O objetivo foi encontrar uma alternativa
para a liofilizagdo que ¢ frequentemente usada em secagem de microorganismos. Apos a sele¢do do
método de secagem foram realizados 17 tratamentos referentes a um planejamento experimental 2°
com trés repeticdes no ponto central e seis pontos axiais. As variaveis independentes foram:
temperatura de secagem (24, 32 e 40°C), porcentagem de sorbitol (2, 6 e 10%) e porcentagem de
sacarose (1, 3 e 5%). As variaveis respostas foram: tempo de secagem, contagem de bactérias lacticas
e contagem de leveduras. As melhores condi¢des encontradas foram 24°C, 2% de sorbitol e 1% de
sacarose. Durante as aplicagdes do fermento seco verificou-se que o antes € o pos da secagem tém uma
influéncia muito grande na performance do fermento. A preparagdo do fermento para secagem — que
inclui a extrusdao do fermento em extrusora de macarrdo e os métodos de reidratagdo do fermento seco
foram testados e analisados. O melhor crescimento dos microorganismos foi obtido com uma
reidratacdo com 1,5% de leite em po e 0,23% de nutriente de fermento. Com a reidratagdao definida,
realizou-se os testes para o acerto da receita e do processo de fabricacdo de panetone com fermento
seco. O panetone com fermento seco foi comparado tecnicamento com o panetone feito com fermento
natural. Os parametros avaliados foram: volume especifico, cor da crosta, caracteristicas da crosta, cor
do miolo, estrutura do miolo, umidade do miolo, aroma, gosto, pH e maciez em texturometro. Na
pontuagdo geral ndo houve diferenga significativa entre o padrao e o teste. Na analise do pH, o
panetone com fermento natural seco apresentou diferenca significativa em relagdo ao panetone padrao,
porém os valores atingidos os normais para o padrao de panetone. A analise da maciez em texturometro
mostrou uma ligeira superioridade do panetone padrao nos primeiros 30 dias. Na analise com 40 a 80
dias de fabricacdo os panetones tiveram uma maciez similar. O estudo mostrou que ¢ possivel eliminar
a etapa de manuten¢do do fermento natural com a sua secagem e que fermento natural seco obtido ¢

capaz de produzir panetones com bons resultados.
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ABSTRACT

It has been developed a sourdough to produce panetone and it was dried. This work investigated
firstly the practicable drying methods for yeasts and acid lactic bacterias presents in the
sourdough. Spray drier and hot air. The object was to find an alternative to the freeze drying
method, wich is often used to microorganisms. After the selection of the best method, an
experimental design 2° with 17 treatments was planned — with three central points and six axial
points. Independent variables were: drying temperature (24, 32 and 40°C), sorbitol dosage (2, 6
and 10%) and saccharose dosage (1, 3 and 5%). Dependents variables were: drying time, acid
lactic bacteria counting and yeast counting. The best conditions were 24°C, 2% of sorbitol and
1% of saccharose. During the dried sourdough aplications was verified that before and after
drying conditions had a big influence in the sourdough performance. The sourdough drying
preparation — includes the sourdough extrusion and the sourdough rehidratation methods — were
analysed. The best microorganism development was obtained with 1,5% of powder milk and
0,23% of sourdough nutrient. Defined the rehidratation, tests to ajust the recipe and process were
done. The panettone done with the dried sourdough was technically compared with the normal
panetone with fresh sourdough. The considered parameters were: specific volum, color crust,
crust caracteristics, color crumb, crumb struture, crumb moisture, flavour, taste, pH and softness.
There was no significante diference at 5% in the total pontuation between standard and test. The
tested panettones had significative diference compared with the standard in pH, although the
obtained values were normal found in literature. In softness analysis the standard panettone had a
little superiority in the first thirty days. In the analysis with 40 to 70 days after production all
panettones had a similar softness. The study showed that it is possible to elimate the sourdough

maintenance step and to obtain panettones with good results.
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1. INTRODUCAO

O fermento natural tem sido utilizado hd mais de 5.000 anos. As técnicas de
fabricagdo com fermento natural tém sido aprimoradas e melhoradas através dos anos, mas
somente estudos a partir do século XVIII e, particularmente, no século XX formaram uma

base de conhecimento sobre o assunto (Suwelack, 1999).

Atualmente as fungdes técnicas do fermento natural — liberacdo de gés carbdnico e
acidificacdo — foram substituidas pelo uso de fermentos bioldgicos e acidificantes quimicos,
entretanto, os paes obtidos ndo conseguem alcangar todas as caracteristicas obtidas num
pao feito com um processo longo de fermentacdo. Sabor e aroma sdo os elementos centrais
no consumo de qualquer tipo de alimento. Um processo longo de fermentacdo ¢é capaz de

proporcionar paes de 6tima qualidade sensorial (Suwelack, 1999).

Entretanto, o uso do fermento natural ndo ¢ totalmente conveniente, ele consome um
grande tempo no processo e requer uma manutencao diaria que acarreta em gastos extras de
mao-de-obra e matérias-primas durante o ano todo aumentando o custo de produ¢do do
produto final. Dentre outras desvantagens estao: a dificuldade em manter a qualidade e o
equilibrio entre os microorganismos presentes, a falta de padronizagdo dos produtos finais e

a complexidade do processo.

Os requerimentos necessarios para manter um fermento natural acabam
inviabilizando o seu uso. O desenvolvimento de um fermento natural seco padronizado
pode evitar e eliminar a manutencao didria do fermento natural fresco. Conseguindo-se
estabilizar o fermento através da sua secagem, isso 0 mantera ativo e sem alteragdes por

mais tempo do que um fermento natural mantido refrigerado.
Portanto, o objetivo deste trabalho é:

» desenvolver um fermento natural seco que seja padronizado e capaz de
eliminar a etapa de manutencao do fermento natural do processo de producao

de panetones.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O FERMENTO NATURAL

2.1.1. Historico

A fermentacdo natural de cereais ¢ um dos processos bioquimicos mais antigos usado
na produg¢do de alimentos. A origem exata do fermento natural ¢ desconhecida, mas
acredita-se que essa importante técnica tem sido utilizada ha mais de 3.000 anos. Pinturas
mostram que essa técnica ja era usada no Egito no século XII a.C. Achados de regides do
Mediterraneo Oriental sugerem que por volta de 1800 a.C. os fermentos naturais ja eram

utilizados em paes (Suwelack, 1999).

Qualquer massa de farinha apds um tempo prolongado comegara a fermentar e mudar
suas caracteristicas. Entre os séculos I e VI d.C., o uso de fermento natural estendeu-se pela
Alemanha, onde era usado principalmente por monges e corporacdes. As principais
matérias-primas utilizadas eram: centeio e cevada. Nos séculos XV e XVI, a levedura da

cerveja foi desenvolvida e misturada com massa acida (Seibel e Briimmer, 1991).

Com o isolamento da levedura Saccharomyces cerevisae no inicio do século XIX, o
produto comercial chamado de fermento biologico passou a substituir parte do uso da
fermentacdo natural. A necessidade de rapidez nos processos de producao de paes
propiciou a troca da fermentagdo natural pelo fermento bioldgico, que teve seu mercado

expandido rapidamente (Suwelack, 1999).

O uso do fermento natural, por outro lado, proporciona 6tima qualidade em sabor e
conservagao nos produtos finais obtidos. Por este motivo, essa técnica tem sido otimizada
nos ultimos tempos e hoje sabemos que, durante o processo, as leveduras e as bactérias
presentes produzem componentes que sdo responsaveis pelas caracteristicas especificas de
produtos feitos por fermentacao natural como, por exemplo, formagdo de acidos lactico e

acético e aromas especificos (Suwelack, 1999).



2.1.2. A composicio do fermento natural

Pesquisas sobre a microflora do fermento natural comegaram na Alemanha com
publicacgdes a partir de 1900 sobre fermentos de centeio. O fermento natural de trigo ¢ mais
usado na Franga e Itdlia. Na Alemanha, estudos sistematicos em fermento de trigo

comegaram em 1970 (Seibel e Briimmer, 1991).

Existem mais registros de pesquisa sobre a microflora do fermento natural de farinha

de centeio do que a microflora do fermento natural de farinha de trigo.

Os fermentos naturais, em geral, contém leveduras e bactérias lacticas numa
propor¢io que pode variar de 1:10° a 1:10. Segundo Corsetti et al. (2001), entre 25
amostras de fermento coletadas de quatro provincias da regido de Apulia, apenas duas
tiveram uma proporgdo de 1:1. O numero de bactérias lacticas variou de 107 a 10° ufc/g e
nas leveduras 10° ufc/g (em fermentos naturais sem adicdo de fermento biologico) a 10°

ufc/g (em fermentos naturais com adi¢do de fermento bioldgico).

Segundo Spicher et al. (1980), diferencas na farinha de trigo, outros ingredientes e
tecnologia de producao podem influenciar na composi¢do microbiana do fermento natural e
conseqiientemente, nas caracteristicas dos produtos panificados. A propor¢ao dos
lactobacilos homofermentativos e heterofermentativos pode afetar na qualidade final do
pao. Os homofermentativos produzem uma acidificagdo suficiente para dar uma massa com
elasticidade adequada. Mas por outro lado, contribuem menos que os heterofermentativos

no desenvolvimento do sabor do pao (citado por Barber ef al., 1983).

Em varios trabalhos de identificacdo dos microorganismos presentes em fermentos
naturais de farinha de trigo, pesquisadores encontraram composigdes muito proximas
(figura 1): 30% das bactérias lacticas isoladas foram Lactobacillus sanfranciscensis, 20%
foi Lb. alimentarius, 14% foi Lb. brevis, 12% foi Leuconostoc citreum, 7% foi Lb.
plantarum, 6% foi Lactococcus lactis subsp. lactis, 4% foi Lb. fermentum e Lb.
acidophilus, 2% foi Weissela confusa e 1% foi Lb. delbrueckii subsp. delbrueckii (Corsetti
et al,2001).



Composicio do fermento natural (%) |BLb. sanfranciscensis
W Lb. alimentarius
OLb. brevis
OLeuconostoc citreum
ELb. plantarum

OLb. lactis subsp lactis
B Lb. fermentum

OLb. acidophilus

M Weissela confusa

W Lb. delbrueckii subsp
delbrueckii

FIGURA 1. Grafico de distribuicdo da composicio do fermento natural (Corsetti et
al., 2001).

Lb. plantarum ¢ um microorganismo homofermentativo e produz quase que
exclusivamente acido lactico. L. brevis e L. fermentum sdo heterofermentativos e produzem

acido lactico, acido acético, alguns éalcoois e gas carbdonico (Lorenz, 1983).

Dos fermentos naturais encontrados na farinha de trigo e centeio, Lb.
sanfranciscensis foi a bactéria lactica mais freqiientemente isolada (Corsetti et al., 2001).
Ele tem o nome da cidade onde foi isolado pela primeira vez numa massa acida e ¢ um
lactobacilo heterofermentativo obrigatorio. Ele foi isolado primeiramente por Kline e
Sugihara (1971) e posteriormente revisado por Weiss e Schillinger (1984) para a inclusao

na lista aprovada de nomes de bactérias (Gobetti e Corsetti, 1997).

Os estudos de Sriranganathan et al. 1973 (citado por Gobbeti e Corsetti, 1997)
mostraram que o crescimento do Lb. sanfranciscensis € bastante complicado: necessita
extratos de levedura fresca, acidos graxos insaturados (principalmente acido oléico) e
preferencialmente maltose ao invés de glucose. (Gobbetti ef al., 1994a). Onno e Roussel
(1994) Vogel et al. (1994), Hammes e Vogel, 1995 (citado por Gobbetti e Corsetti, 1997) e
Gobbetti et al. (1994c) identificaram cepas que fermentam sacarose, ribose, galactose,

rafinose ou frutose. Este microrganismo ¢ amplamente isolado em massas acidas de centeio
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e trigo de varias areas de producdo de paes e de fermentos naturais usados para fazer
panetone. Devido a sua predominancia, ele ¢ considerado a chave das bactérias lacticas na

biotecnologia de produtos fermentados de massa acida (Gobetti e Corsetti, 1997).

A maioria das bactérias isoladas apenas fermentam glucose e maltose. Corsetti et al.
(2001) detectaram o Lb. plantarum como a principal espécie heterofermentativa facultativa
associada com Lb. sanfranciscensis; Lb. plantarum foi identificado apenas em fermentos
naturais produzidos com farinha de trigo do tipo Triticum aestivum. Outra caracteristica
encontrada foi a abundante presenca de Lb. alimentarius. Esta espécie heterofermentativa
facultativa foi identificada em 9 dos 25 fermentos, 7 dos quais foi usada farinha de trigo
Triticum durum. Destes 25 fermentos, 14 ndo continham associacdes de cepas hetero e
homofermentativas. Estes fermentos apenas continham uma espécie ou uma associacao
complexa de varias espécies que pertencem a uma Unica classe metabolica (Corsetti et al.,

2001).

Neste mesmo trabalho, Corsetti et al. (2001) isolaram 19 leveduras; 17 das 19
correspondiam a Saccharomyces cerevisae. As cepas de S. cerevisae mostraram um perfil
de identificagdo comum e se diferiram apenas na assimilacdo de fontes de carbono. As

outras duas espécies identificadas foram S. exiguus e Candida krusei.

Numa massa de panetone italiano, Galli e Ottogalli (citado por Barber et al., 1983)
encontraram a levedura S. exiguus - que também ¢ encontrada no pao Sao Francisco — e
diversas espécies de bactérias do género Lactobacillus (L. brevis, L. cellobiosus e L.

plantarum).

A levedura S. cerevisae ¢ largamente usada em produtos panificados fermentados, ja
a S. exiguus ¢ comumente encontrada no fermento natural Sanfrancisco e em produtos

panificados doces, como o panetone (Damiani et al., 1996).

No trabalho de Barber et al. (1983), foram identificadas cinco tipos de leveduras em
trés diferentes massa acidas de trés fabricas de pao: S. cerevisae, S. fructurum, Pichia
polymorpha, Hansenula subpelliculosa e Trichosporon margaritiferum. Porém, antes deste
trabalho, com exce¢do da S. cerevisae, nao existiam dados na literatura da existéncia das

outras quatro leveduras.



2.1.3. A Bioquimica da fermentagao

A massa 4cida (ou fermento natural) envolve um numero consideravel de diferentes
metabolitos e reagcdes de fermentagdes, as quais podem ser explicadas somente se forem

estudadas individualmente (Seibel e Briimmer, 1991).

Segundo Spicher (1983) e Salovaara e Valjakka (1987), a dindmica dos metabdlitos
basicos da massa acida ¢ influenciada por diferentes fatores, os quais sdo poucos
conhecidos. As espécies, as cepas e as porcentagens de inoculo (tanto como a composicao
do meio de crescimento, presenca e/ou falta de alguns constituintes e metabolitos),
atividades de enzimas especificas, ¢ variagdo de condi¢des de processamento, promovem,
inibem ou modulam o metabolismo dos microorganismos da massa (citado por Gobbetti et

al., 1995a).

Estudos mostram que no inicio da fermentagao, a massa estd com um pH aproximado
de 6,5 a 6,0 e ¢ dominado pelo desenvolvimento das leveduras que liberam gas carbonico,
etanol e alguns aromas tipicos de fermento bioldgico. Apds 12 horas, o pH passa para 5,5;
pois o gas carbOnico liberado na massa gera uma solug¢do saturada de acido carbonico.
Passando-se mais 12 horas o pH se reduz para um valor de 4,2. Esta fase (24 horas ap6s o
inicio) ¢ caracterizada pelo dominio da atividade das bactérias lacticas, microorganismos
que produzem &cido lactico, 4cido acético e tipicos aromas de massas dcidas. No final da
fermentagdo, a massa pode atingir um pH de 3,5 a 4,5; acidez que a levedura
Saccharomyces cerevisae nao tem uma boa tolerancia. Os acidos produzidos pelos
lactobacilos diminuem o crescimento das leveduras, comercial ou selvagem, porém a

selvagem ¢ mais resistente a acidez (Suwelack, 1999).
v’ Fermentacdo do Acido Ldctico e Acido Acético

No curso da fermentagcdo do carboidrato, a bactéria lactica do fermento transforma
glicose em dacido lactico. Quando o principal acido formado ¢ o lactico, ¢ chamada de
fermentagdo homofermentativa; quando uma quantidade consideravel de acido acético
também ¢ formada, o processo ¢ chamado de fermentacdo heterofermentativa. Ambas
formas de fermentacdo s3o bastante complexas e envolvem varios estdgios intermediarios,

D-glucose ¢ o produto priméario da fermentacdo homofermentativa (figura 2), a qual produz
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acido piruvico através de um nimero de estdgios intermediarios. O acido piruvico é mais
tarde reduzido enzimaticamente a D- ¢ L-acido lactico. Sobre condigdes anaerdbicas e
adicao de leveduras, o 4cido pirtivico pode ser transformado a acetaldeido e por reducao a

etanol. No curso deste processo, gas carbdnico ¢ liberado (Seibel e Briimmer, 1991).

A fermentagdo heterofermentativa (figura 3) tem também a D-glicose como produto
primario. Os produtos intermediarios sdo acido piravico, que ¢ reduzido a acido lactico, e
acetil fosfato, o qual ¢ transformado em dacido acético e gas carbonico, ou etanol. Esse

processo recebe o nome de Hexose-monofosfato (HMP) (Seibel e Briimmer, 1991).

D-GLUCOSE

A

) , o ACIDO
ACIDO PIRUVICO > LACTICO
CO2
\ J
ACETALDEIDO > ETANOL

FIGURA 2 — Diagrama representativo da fermentacio homofermentativa



D-GLUCOSE

ACETIL GLICERALDEIDO
FOSFATO FOSFATO
CO2
> Y
AGETICO ETANOL semeo

FIGURA 3 - Diagrama representativo da fermentacio heterofermentativa

Pelo ajuste da temperatura e quantidade da massa acida, ¢ possivel controlar o curso
da fermentacdo lactica e a formacao de acido lactico e acético. A experiéncia tem mostrado
que fermento natural quente e/ou um aumento na quantidade da massa promove um
aumento na formagao de acido lactico. Fermento natural frio e firme reduzem a quantidade
de acido lactico e produz quase a mesma quantidade de acido acético das médias estudadas.
A medida da proporcdo de quantidade entre acido lactico e acido acético ¢ chamado de

quociente de fermentagdo (Seibel e Briimmer, 1991).
v’ Acidificagdo da massa

A acidificacao da massa ¢ influenciada principalmente pela temperatura, dosagem da
massa acida, tipo de farinha e cultura “starter”. Uma massa acida tem um complicado
sistema bioldgico, tanto em termos da composi¢do dos microorganismos como na
influéncia dos fatores mencionados sobre os microorganismos presentes (Seibel e

Briimmer, 1991).

Durante o desenvolvimento da massa acida, a formagao inicial de acido acético ¢

rapida, alcangando seu maximo logo no inicio da acidificagdo e mantendo esse nivel até o



final do periodo de acidifica¢do. Por outro lado, a formagao do acido lactico acontece mais

lentamente (Briimmer e Lorenz, 1991).
v' Metabolismo dos aminodcidos

Os estudo de Baca e Golebiewski (1997); Spicher e Schroder (1979) mostraram que
na fermentacdo dos metabolitos, os aminoacidos sdo importantes no metabolismo dos
microorganismos da massa, nas necessidades nutricionais e nas atividades proteoliticas.
Eles também servem como uma importante fonte de precursores do aroma de pao. Durante
a fermentagdao da massa, algumas espécies de Saccharomyces, lactobacilos (Lactobacillus
sanfranciscensis, L. fructivorans e L. farciminis) e estreptococos (Streptococcus
termophilus) evidenciam uma importante demanda de aminoacidos (citado por Collar et al.,

1992).

As necessidades da microflora do fermento natural, os fatores do ambiente ¢ as
leveduras s3o os principais parametros que influenciam na cinética dos aminoacidos
(Gobbetti et al., 1997). A quantidade total dos aminoacidos depende das cepas de
bactérias lacticas e o periodo de fermentacao. O estudo de Collar et al. (1990) mostrou que
as bactérias lacticas metabolizam grandes quantidades de aminoacidos livres durante a

fermentagdo da massa do pao.

A farinha, a levedura, e, principalmente, as bactérias lacticas contém proteases e
peptidases. A sua agdo hidrolitica especifica nas proteinas da massa durante a fermentacao
libera aminoacidos e peptideos. A assimilacdo de aminoacidos promove o crescimento dos
microorganismos, aumentando a atividade fermentativa e tolerancia das leveduras ao alcool

e 0 aumento também das bactérias lacticas (Collar et al., 1992).

As mudangas na quantidade de aminoacidos livres durante a fermentacao claramente
diferenciam as massas com ou sem leveduras como “starters” microbioldgicos (Collar et
al., 1992). Spicher e Nierle, 1984 (citado por Collar et al., 1990) mostraram que quando as
leveduras participam na fermentacdo, a quantidade de aminoécidos diminui devido ao
consumo de alanina, glicina e lisina. Esta tendéncia e o grau de mudancas depende dos

microorganismos presentes.



Depois do crescimento, normalmente hd um declinio da quantidade de aminoécidos
em massas que contém leveduras; em massas com ‘“‘starters” de bactérias, ndo foram

detectadas mudangas significativas no nivel de aminoacidos (Collar ef al., 1992).

No inicio da fermentagdo, a levedura S. cerevisae rapidamente atingiu a fase log, e
assimilou nitrogénio devido ao crescimento e a multiplicagdo das células, em boa
concordancia com o grande consumo e rapida assimilacdo de alguns aminoacidos em
massas com leveduras durante o seu crescimento. A adi¢do de cepas de bactérias lacticas e
a S. cerevisae como “starters” fermentadores, ndo modificou o grau de metabolizacao dos
aminodacidos essenciais, mas um efeito sinergético de assimila¢do de arginina e prolina ¢

induzido (Collar et al., 1992).

O acumulo de aminoacidos durante a fermentacao com fermentos naturais de farinha
de centeio ja foi estudado e atribuido a acdo proteolitica de proteases especificas de
lactobacilos com compostos de alta massa molecular. Em adigdo, o efeito da acdo
hidrolitica nas proteinas da massa por enzimas da farinha e microflora da farinha deve ser
considerado. Esta explicagdo ¢ comprovada pelo significante aumento no total de alguns

aminoacidos individuais observados em massas sem “starters” (Collar ef al., 1992).

O tempo de fermentacdo da massa acida e o tempo final de fermentagcdo tém uma
influéncia significativa no pH do pao em diferentes massas acidas. A producdo de gas pode
ser proveniente das leveduras e das bactérias lacticas heterofermentativas, porém a maioria
dos dados de literatura mostram que as generalizacdes dos efeitos da massa acida na
qualidade final do pao devem ser feitas com muito cuidado, pois as culturas “starters”
usadas em processos distintos podem acarretar em diferentes resultados, e por isso deve ser

cuidadosamente selecionado para se alcancar a qualidade desejada (Clarke et al., 2003).

Gobbetti et al. (1994b) constataram que acido glutdmico, isoleucina e valina sdo
essenciais para o crescimento de L. sanfranciscensis CB1 e L. plantarum DC400. Arginina,
metionina e leucina sdo estimulantes e alanina, glicina, acido aspartico, lisina, histidina,
cisteina, tirosina e prolina ndo tiveram efeito. Cada aminodcido individual, com excecdo da
lisina, cisteina e histidina, foram fontes de nitrogénio para o crescimento de S. cerevisae e

S. exiguus M14.
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2.1.4 Influéncia da Farinha

O tipo de farinha utilizada na prepara¢do do fermento natural ¢ um fator importante
na determinagdo das caracteristicas do pao. Com um alto grau de extracdo, a quantidade de
nutrientes (vitaminas e minerais) aumenta, assim como a capacidade tamponante da farinha
(primariamente por causa do acido fitico da camada da aleurona). Estes fatores podem
estimular o crescimento e a atividade bioquimica da microflora no fermento, seguida pela

alta producado de acidos e outros compostos aromaticos (Hansen e Hansen, 1994).

As principais caracteristicas das massas dacidas sdao influenciadas pelo grau de
extracdo da farinha de trigo. Um baixo grau de extragdo ndo permite obter altas
concentragdes de acidificacdo (Martinez-Anaya et al., 1994). Por essa razdo, a maioria dos
fermentos naturais utilizados na fabricagdo de paes de trigo sdo feitos com farinha de alto
grau de extracdo. Pesquisadores resumiram suas investigagdes em: influéncia no pH da
extracdo da farinha, temperatura da massa e quantidade de agua, e na producdo de acidos
com uma cultura combinada como “starter”. Os valores finais de acidez em fermentos
naturais feitos de farinha integrais (cinzas 1-5%) foram quase o dobro dos valores nos
fermentos feitos com farinha com baixa grau de extra¢do (cinzas 0 — 0,55%) (Hansen e

Hansen, 1994).

Hansen e Hansen (1994) também estudaram a influéncia do teor de cinzas em farinha
de trigo na produgdo de acidez titulavel total (ATT) em fermentos naturais. Os estudos
foram feitos com farinhas alemas tipos 550, 812, 1050 e farinha integral, e uma relagao
linear foi encontrada para teor de cinzas (0,55 a 1,65%) e a producdo de acidez total em

fermentos naturais.

Outras pesquisas foram feitas sobre o efeito do tipo da farinha na produgdo de acidos
em fermentos naturais de trigo com culturas “starters” de paes de centeio. O tipo de farinha
teve uma consideravel influéncia na producao de acidos. A concentracdo de acido acético
em paes feitos com farinha integral (teor de 1,64%) foi quase o dobro da concentracdo em
paes feitos com farinha com baixo grau de extracdo (teor de 0,86%). A concentracdo de
acido lactico foi 30 a 50% maior em pao feito com farinha integral do que em pao feito com

farinha branca (Hansen e Hansen, 1994).
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O 4cido lactico e o acético sdo importantes compostos do fermento natural de trigo. O
acido acético ¢ conhecido como um real¢ador de sabor em pao de trigo. Pesquisas sobre a
producao de compostos de sabor a partir do &cido lactico e acético tém sido feitas apenas
para farinha de centeio integral, fermentos naturais de centeio ¢ pao de centeio com

fermento natural (Hansen e Hansen, 1994).

Segundo Hansen e Hansen (1994), a quantidade total de acidos lactico e acético
produzidos foi independente da cultura “starter” utilizada. A produgdo de acido lactico
depende principalmente do tipo da farinha enquanto que a produgdo de acido acético

depende mais da cultura usada (Hansen e Hansen, 1994).

A quantidade de leveduras foi maior em fermento natural feito com farinha de alta
grau de extragdo, entretanto verificou-se uma similar reducao na quantidade de leveduras,
quando a capacidade tamponante foi aumentada, resultando em uma alta quantidade de
acidos. A quantidade de leveduras também foi maior em fermentos naturais com L.

plantarum (Hansen e Hansen, 1994).

Os compostos volateis encontrados foram primariamente alcoois, principalmente
etanol; ésteres (predominantemente o etil acetato), e um pouco de carbonilas. A quantidade
de compostos volateis foi influenciada principalmente pela cultura “starter” usada, mas uma
interacdo entre “starter” e tipo de farinha foi verificada pela presenga de alguns compostos
aromaticos. O tipo da farinha teve um efeito significativo na producao de etil acetato e

etanol (Hansen e Hansen, 1994).

Brummer e Lorenz (1991) estudaram algumas caracteristicas da qualidade dos paes
feitos com massa acida de farinha de trigo variando o teor de cinzas, como apresentado na

Tabela 1:
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TABELA 1 - Caracteristicas do pao X Teor de cinzas

TEOR DE 0,45 0,55 0,81 0,99 1,05

CINZAS (%)

Absorgdo (%) 57 57 57 57 57

Caracteristicas

da massa: 1) Normal 1) Levemente 1) Levemente 1) Levemente 1) Levemente

1)Parte superior 2) Normal umido umido umido umido

2) Elasticidade 2) Levemente 2) Levemente 2) Levemente 2) Levemente

elastico elastico elastico elastico

Volume (ml/ 610 600 600 580 590

100g de farinha)

Estrutura do Macio Levemente Levemente Um pouco Um pouco

miolo macio macio rustico rustico

Elasticidade do Boa Boa Boa Um pouco Um pouco

miolo consistente consistente

Gosto Suave Suave, Aromatico Aromatico, Aromatico,
aromatico acido acido

Acidez / pH 2,3/5,6 3,1/5,0 3,7/ 4,8 42 /4,7 39/48

Cor do miolo Normal Normal Normal Levemente Levemente

€scuro

€scuro

Dosagem utilizada de massa acida: 10%.

Em massas acidas feitas com farinha de baixa extra¢do, Briimmer e Lorenz (1991)

aumentou para 83 a 84%.

2.1.5. Influéncia da temperatura

observaram um aumento de &cido lactico relacionado com a absor¢do de agua. Em massas
firmes (absor¢do de 60%) aproximadamente 76% do total de acido detectado foi acido

lactico e em massas com 100 a 150% de absorcdo, a porcentagem de acido lactico

Os estudos de Simonson et al. (2003) mostraram que as leveduras e as bactérias
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lacticas tiveram um maior crescimento quando a temperatura foi aumentada de 15°C para




27°C. A temperatura Otima de crescimento das leveduras esta entre 26 a 28°C e das

bactérias lacticas de 30 a 35°C.

Em comparagdo a farinha, a temperatura tem um papel menor no controle dos niveis
de acidificacdao, mas o seu aumento, geralmente, causa aumento dos efeitos proporcionados

pela farinha utilizada (Martinez-Anaya et al., 1994)
2.1.6 Influéncia da composicao

A variacdo de NaCl pode influenciar o desenvolvimento do fermento natural ou da
massa acida, pois reflete no crescimento das bactérias lacticas e leveduras. O aumento de 0
a 3,2% de NaCl resultou na diminuicdao do crescimento das leveduras. Enquanto que, em
dosagens intermedidrias (1,6%) a 15°C teve um efeito positivo no crescimento da levedura.
A acidez titulavel foi minima com a maxima concentracao de sal, mostrando que o sal pode

ser usado para controlar a producao excessiva de acido (Simonson et al., 2003).

Baixos niveis de NaCl tem um efeito estimulante no crescimento das bactérias
lacticas. Kline e Sugihara (1971) mostraram que L. sanfranciscensis em sistemas com agua
e farinha de trigo tiveram um efeito positivo com 0,5% de NaCl (citado por Simonson et

al., 2003).

Simonson et al. (2003) mostrou que o aumento da concentragdo de sacarose acima de
3,5% aumentou o crescimento da levedura. A adi¢do de um carboidrato estimula e sustenta
o crescimento da levedura durante a fermentacdo As bactérias lacticas tiveram uma
aumento de crescimento com a adi¢ao de sacarose entre 0 a 2,6%. Adic¢ao acima de 2,6%
resultou num declinio do crescimento. O aumento de crescimento das bactérias lacticas
com adi¢do de sacarose pode estar relacionado com a acdo da invertase da levedura que
rapidamente hidrolisa a sacarose em glucose e frutose. A adicdo de sacarose teve um
grande efeito positivo particularmente na producdo de acido acético na massa acida.
Quando a sacarose ¢ hidrolisada pela invertase da levedura, a frutose fica disponivel para as

bactérias lacticas ¢ € usada na co-fermentagdo de maltose.
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2.1.7. Interacoes entre as Bactérias Lacticas e as Leveduras

As bactérias lacticas e as leveduras sdo freqlientemente encontradas juntas na
fermentacdo ndo s6 para produzir muitos tipos de pdes como também para produzir
bebidas como vinho, cidra, koumiss e kefir; e alimentos como queijo, miss6 e molho de

soja (Gobbetti et al., 1994c).

Os lactobacilos s3o essenciais para a acidificagdo e protedlise que proporciona uma
boa textura, sabor e shelf-life de paes de trigo com fermento natural (Gobbetti et al., 1996).
A protedlise durante a fermentagdo da massa acida, estimula as interagdes entre as bactérias
lacticas e as leveduras (Gobbetti et al., 1994a). Os aminoacidos livres contribuem
diretamente ou como precursores de desenvolvimento de aroma durante a fermentag¢ao da

massa acida e forneamento (Damiani et al., 1996).

Os carboidratos que sdo utilizados pelas bactérias lacticas - conseqiientemente, seu
rendimento de energia, ¢ produgdo de dacidos lactico e acético - sao fortemente
influenciados pelas leveduras associadas variando de acordo com os tipos de agUcares

presentes (Gobbetti, 1998).

A finalidade da utiliza¢ao do fermento € o crescimento da massa pelas leveduras, uma
acidificacdo simultanea também acontece devido as atividades das bactérias lacticas
presentes. A acidificacdo do fermento natural resulta num pao com um miolo eléstico e
uma boa qualidade sensorial. Para otimizar o controle da fermentagdo, tém-se buscado
compreender as interagdes que ocorrem entre as bactérias lacticas e as leveduras no
complexo biolégico do fermento. Esta ¢ a razdo pela qual ¢ importante investigar o
comportamento das bactérias homo e heterofermentativas com leveduras misturadas na
cultura, suas atividades proteoliticas e a influéncia das leveduras na proteodlise durante o

processo de fermentagao (Gobbetti et al., 1994c).

Na simulagdo do complexo ecossistema do fermento natural, a competicado por
substratos pode ser estudada em um modelo de co-culturas e isto pode melhorar o
entendimento das relacdes entre bactérias lacticas e leveduras. As leveduras apenas
competem parcialmente com as bactérias lacticas pelas fontes de nitrogénio presentes e

sintetizam e excretam aminodcidos essenciais e estimulantes que aumentam o crescimento
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das bactérias lacticas. Isto contribui para a interpretacdo de algumas das complexas
interagdes que ocorrem durante a fermentacdo, as quais sdo dificeis de entender por causa

da extensa atividade proteolitica que ocorre no fermento natural (Gobbetti et al., 1994c).

A competicdo microbiologica por maltose e glicose representa um ponto critico em
farinhas de trigo com baixas concentra¢des de carboidratos soluveis. A adi¢do de fonte de
carbono na massa ¢ sugerida para aumentar a producao de 4cidos lactico e acético (Gobbetti

et al., 1994c).

Atividade fermentativa (pH, acidez total, produg¢do de 4acido acético e lactico,
quociente de fermentacdo) e atividade proteolitica e performance no forneamento (pH,
acidez total e caracteristicas sensoriais do pao) tém mostrando serem dependentes das
condig¢des de processo (temperatura e rendimento da massa), tipo e proporg¢des de leveduras
- quando leveduras sdo adicionadas aos fermentos naturais de centeio inoculados com

lactobacilos homo e heterofermentativos (Martinez-Anaya et al., 1990).

O comportamento das leveduras e das bactérias lacticas de forma individual e, em
combinagdes selecionadas em fermentos naturais de trigo foram estudados por Martinez-
Anaya et al. (1990). Das cinco leveduras estudadas individualmente, a S. cerevisae foi a
que teve melhor producdo de gas e melhor sabor. Em ensaios usando combinagdes de duas
e trés leveduras, a producdo de gais foi proporcional & soma de cada habilidade
fermentativa. As amostras com grandes quantidades de S. cerevisae produziram mais gas,
parecidos com a producao obtida com S. cerevisae sozinha. Em combinagdes com
quantidades menores de S. cerevisae, a producdo de gas variou em relagdo as outras
espécies de leveduras. Misturas de trés leveduras, incluindo S. cerevisae, S. fructuum e C.
boldinii em trés diferentes proporcdes, produziram mais gas durante a fermentacao do que a
contribuicao correspondente de cada levedura individual. A performance do pao feito com
trés leveduras, incluindo S. cerevisae, resultou nos melhores volumes (Martinez-Anaya et

al., 1990).

Meignen et al. (2001) fizeram testes com massa acidas e determinaram a contagem de
células e o grau de crescimento depois de 20 h a 30°C de fermentacao. O crescimento das
leveduras na massa foi menor do que das bactérias lacticas, especialmente quando as

culturas “starters” foram misturadas. Estes resultados sdo provavelmente devido a drastica
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queda do pH e acidificagdo promovida pelas bactérias. A combinagdo de bactéria com
levedura ndo promoveu efeito na formagdo de acido lactico, mas mais acido acético foi

formado.

Neste mesmo estudo, em massa acida feita com apenas uma cultura “starter”, L.
brevis produziu menos compostos aromaticos comparado com S. cerevisae. Fermentagdes
com mistura de “starters” produziram significativamente mais compostos aromaticos, mas
as diferengas ndo foram significativas no pao. Em massas acidas, encontraram-se
principalmente os compostos: 3-metil, 1-butanol, etil lactato, e 2-fenil etil alcool. Em paes,
os dois ultimos compostos citados também se repetiram. A maior produ¢ao de compostos
aromaticos em culturas de “starters” misturados pode ser relacionado a atividade
proteolitica das bactérias lacticas. Existe uma correlagdo entre concentragdes de
aminoacidos e compostos aromaticos, mas nao foi possivel associar aminoacidos

especificos aos compostos aromaticos correspondentes.

Considerando que L. brevis inibiu o crescimento de S. cerevisae e efeitos
estimulantes t€ém sido observados em processos com “starters” misturados, a combinagao
de dois processos foram testados por Meignen et al. (2001): um processo de 15 h com
apenas um “starter” seguido de 10 h com o processo misturado. Testes preliminares
mostraram que o crescimento exponencial das leveduras foi atingido depois de uma
fermentacdo de 15 h e que foram necessarias aproximadamente 10 h para uma produgao
razoavel de compostos aromaticos. Esta nova seqii€ncia proporcionou uma maior producao
de compostos aromaticos na massa acida e no pao. Aumentando o tempo de fermentagdo
em 25% (de 20 para 25h) em favor do processo combinado, varios aromas foram
encontrados em maiores concentragdes: 3 e 2-metil-butanol na massa, etil lactato e 2-fenil
etil alcool no pao. Analises sensoriais mostraram que o pao feito com a seqiiéncia de
fermentacdo teve significativamente uma maior quantidade de aromas tipicos de massa
acida. Em comparacdo, pao feito com processo de fermentagdo com culturas misturadas
tiveram aromas do tipo doce, 4cido e amargo que estdo provavelmente relacionados com a
alta acidez desenvolvida pela bactéria nestas condi¢des. Os usos de “starters” separados e
combinados mudaram a fermentagdo da massa € o aroma do pao. Com culturas misturadas,
o crescimento da levedura foi inibido, porém mais acido acético e compostos aromaticos

foram formados. Usando a combinagcdo com 25% a mais de fermentagdo, ¢ possivel
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aumentar os aromas tipicos da massa, comparado com o processo de “starters” separados

ou combinados (Meignen et al., 2001).

A associagdo entre Lb. sanfranciscensis € Saccharomyces exiguus ¢ tipica na
producao de pao francés de Sao Francisco e panetone (Gobbetti et al., 1994 a). As relagdes
que ocorrem entre o Lb. sanfranciscensis e leveduras tem sido estudadas. Foi relatado que o
estimulo de crescimento esta relacionado com a disponibilidade de aminoacidos especificos
e peptideos excretados pelas leveduras. Esta liberagdo de peptideos torna possivel o seu
crescimento mesmo em meios deficientes em aminoacidos essenciais. A fermentacao por S.
cerevisae estd associada com a diminuicdo total dos aminoacidos na massa acida, porém,
foi descoberto que peptideos especificos podem promover uma vantagem competitiva e

contribuir na estabilidade do Lb. sanfranciscensis (Gobbetti et al., 1994c).
2.1.8. Influéncia das culturas utilizadas na producao de aroma e gosto

Mesmo sabendo que os precursores de aroma e sabor estdo presentes na farinha de
trigo e que a maior parte dos aromas sdo formados durante a fermenta¢do da massa (Hansen
e Hansen, 1996) e o forneamento, o uso da massa acida ¢ essencial para se atingir uma
maior aceitacdo sensorial em relacdo ao sabor em comparacdo a um pao acidificado
quimicamente. Os compostos volateis tém sido investigados, principalmente, em fermentos
naturais (Gobbetti et al, 1995a). Muitos desses estudos tém se concentrado nos
componentes aromatizantes do pao, e hoje por volta de 300 compostos volateis ja foram

identificados (Hansen e Hansen, 1996).

O aroma da casca de um pao de centeio ¢ influenciado por precursores de sabor da
farinha integral de centeio, desenvolvidos durante a fermentacdo da massa acida, no
crescimento da massa e no processo de panificacdo. Pouco se sabe sobre a influéncia do
processo de fermentacdo da massa acida no aroma do pao de centeio, mas este ¢ um dos
fatores que dao ao pao um aroma diferente e mais intenso do que o pao de trigo. Na
tentativa de controlar a fermentacdo, tem-se aumentado o interesse em usar culturas
“starters”. Muitos pesquisadores tém identificado a microflora de diferentes massas acidas,
tanto de massa acida com “starters” comerciais como de fermentos naturais. O trabalho de

Hansen et al. (1989) teve como objetivo fazer investigacoes sobre a influéncia da
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temperatura e da quantidade de massa acida na producdo de 4cido lactico e acido acético, e
na performance do produto panificado. O grau de extra¢do da farinha de centeio mostrou

ter influéncia na producao de acidos nas massas acidas.

Na fermentacdo com massa acida sao produzidos acido lactico, acido acético e
compostos volateis como alcoois, ésteres e carbonilas, dependendo dos microorganismos da
massa. Aminodcidos livres também podem ser produzidos pela atividade proteolitica na
massa dacida, que mais tarde estardo envolvidos em reagdes de Maillard durante o

forneamento (Hansen e Hansen, 1996).

No trabalho de Hansen e Hansen (1996), os compostos aromaticos detectados em
paes sem (controle) e com massa acida, mostrou a mesma composi¢do, mas a quantidade de
compostos aromaticos foi maior nos paes com massa acida. Os compostos identificados em
paes foram primariamente alcoois e acidos. Os alcoois encontrados foram: etanol, 2/3-
metil-1-butanol, 2 -metil-1-propanol e n-propanol. A producdo de acidos foi dominada
pelos acidos 2-metilpropionico, 3-metil-butanoico e acético. Geralmente, a massa tem uma
quantidade menor de ésteres. Os ésteres identificados foram: etil acetato, etil n-hexanoato e

etil lactato.

Na Tabela 2, Damiani et al. (1996) identificaram as concentracdes minimas e
maximas de acido lactico, acido acético em massas 4cidas iniciadas com espécies de

bactérias lacticas homo e heterofermentativas e leveduras:
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TABELA 2 — Concentra¢des minimas e maximas encontradas em massas acidas

Espécies Acido Lactico Acido Acético Etanol
Lactobacillus 2,88-3,79 0,27-035 1,45-1,78
sanfranciscensis

L. brevis 2,12-3,56 0,17-0,27 0,73-1,39
L. fructivorans 1,12-1,79 0,13-0,20 0,33-0,46
L. fermentum 2,93-3,44 0,21-0,25 1,02-1,37
L. cellobiosus 2,81-3,27 0,15-0,35 1,19-1,95
L. plantarum 4,58-5,14 0-0,08 -

L. farciminis 3,58-4,27 0-0,05 -

L. alimentarius 3,48-3,95 -- -

L. acidophilus 3,11-4,19 -- -

L. delbrueckii 4,24-4,98 -- -
Saccharomyces - -- 8,88-9,41
cerevisae

Candida krusei -- - --

C. norvegensis -- -- --

S. exiguus - - 2,75-3,88
Hansenula anomala - -- 2,12-2,95

O etanol variou muito com as espécies e foi maior na presenca da S. cerevisae.

Hansen et al. (1989) também identificaram que, no geral, a acidez titulavel cresce
mais rapidamente a 35°C e mais lentamente a 25°C. O crescimento da acidez a 35°C foi nas
culturas heterofermentativas, especialmente o L. sanfranciscensis, mas as diferencas entre
as espécies sao pequenas. Nao foi encontrada uma relagdo entre a contagem de células de
lactobacilos e a acidificacdo da massa acida. O aumento do numero de células variou entre
as culturas e todos foram menores a 40°C. Isto pode ser devido ao cultivo aerdbico das
bactérias danificadas subletalmente. A propagacdo das leveduras foi maior nas culturas
homofermentativas, evidentemente devido ao efeito inibitorio do acido acético. A

quantidade total de &cido lactico e acético foi de 0,9-1,3% em peso.

O 4cido acético, em niveis de 100-200 ppm, tem acdo de realcador de aroma no miolo

do pao. Algumas investigacdes verificaram a influéncia do processo de panificacdo na
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formagdo do aroma do pdo. Richard-Molard et al. (1979) estudaram as diferentes técnicas
de fazer pao e eles acharam que as quantidades de acidos volateis (acético, isobutirico e
isovalérico) variam consideravelmente com as técnicas de mistura e método de fermentagao
usado. Os acidos “iso” tem uma influéncia negativa no aroma do pao e os niveis desses
acidos sdo geralmente proporcionais a quantidade de levedura adicionada na massa, que sao
maiores em processos mais rapidos do que em produtos feitos com fermento natural ou
massa acida. Por outro lado, a concentragdo do acido acético foi maior com a massa de
fermentacdo prolongada comparada com a de processo direto (Hansen e Hansen, 1996). O
acido acético em culturas heterofermentativas contabiliza 16-29% do peso do éacido lactico
total, mas essa porcentagem varia de acordo com a firmeza da massa e da temperatura de

fermentacdo e com o citrato disponivel (Gobbetti e Corsetti, 1996).

Outros acidos presentes em menor quantidade (acidos propionico, isobutirico,
butirico, a-metil, n-butirico, isovalérico e valérico) gerados pela atividade das enzimas

microbianas, também contribuem na acidez titulavel e no sabor (Galal et al., 1978).

Massas acidas fermentadas com lactobacilos heterofermentativos tém maior acidez
titulavel, maior quantidade de acido acético, menor contagem de leveduras e menos
produtos da fermentagdo de leveduras em comparacdo as massas fermentadas com
lactobacilos homofermentativos. Enquanto o etanol e etilacetato sao produzidos em grande
quantidade com Lb. sanfranciscencis, etil-n-propanoato, butil-acetato e n-pentil-acetato sdo

produzidos apenas em massas acidas com leveduras (Hansen e Hansen, 1994).

O total de compostos volateis - com exce¢ao do dominante etanol — ¢ menor e mais
constante (independente da temperatura de fermentagdo) nas culturas heterofermentativas.
Nao foi encontrada uma conexao com a contagem de leveduras. As culturas de lactobacilos
produziram poucos compostos volateis, enquanto que as leveduras produziram grandes
quantidades. Investigacdes com massas acidas sem “‘starters” (fermentos naturais) sobre
diferentes condi¢des de processamento obtiveram compostos muitos parecidos com os
apresentados na Tabela 2, com etanol e etil acetato como dominantes e com diferentes

niveis de iso-alcoois e ésteres (Hansen et al., 1989).

A producao de etanol ¢ maior nos paes com massa acida do que no controle, € a

producao variou de acordo com as culturas “starters” utilizadas. Geralmente, a quantidade
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de etanol ¢ maior em pdes com massa acida de lactobacilos e leveduras (Hansen e Hansen,

1996).

No estudo em cromatografo de Gobbetti et al. (1995a), a associacdo de L.
sanfraciscensis, L. plantarum e S. cerevisae produziu uma massa acida com maior
porcentagem relativa de compostos da fermenta¢do de leveduras (1-propanol, 2-metil-1-
propanol e 3-metil-1-butanol) e com maior area total de compostos volateis, enquanto que a
associacao de lactobacilos e S exiguus teve um perfil mais completo que impossibilitou um

metabolismo de bactérias pronunciado.

Os principais compostos produzidos pelo Lb. sanfranciscencis sdo: etilacetato (menos
do que de outras espécies), alcoois (etanol, 1-propanol, 2-metil-1-pentanol, 1-heptanol e 1-
octanol), aldeidos (3-metil-1-butanal, heptanal, trans-2-heptanal, octanal e nonanal) e 4cido
acético. Alguns desses compostos, em particular 3-metil-1-butanal e nonanal tém sido
considerados aromas potentes em massas acidas de pao de centeio e trigo (Gobbetti e

Corsetti, 1997).

Para o estudo da influéncia dos parametros de fermentagao na producao de compostos
volateis e acidos, Gobbetti et al. (1995 a) estudaram a associacdo de L. sanfraciscensis, L.
plantarum e S. cerevisae, por ser encontrada freqiientemente em fermentos naturais de
varios paises europeus. Aumentando a temperatura de 25 para 30°C efetivamente
aumentou-se a fermentacao da levedura; enquanto que a 25°C, a massa acida foi quase
exclusivamente caracterizada pela presenca de etil acetato, acido lactico e acido acético, a
30°C etanol, 1-propanol, 2-metil-1-propanol e 3-metil-1-propanol foram nitidamente mais
produzidos; o aumento da temperatura para 35°C reduziu a area total dos volateis e ndo

alterou o perfil.

Gobbetti et al. (1995a) também detectou que as maiores porcentagens de etil acetato e
a presenga de 2- e 3-metil-1-butanal e diacetil foram garantidas pela firmeza da massa.
Lund et al. (1989) também encontrou boa relacdo entre as habilidades de acidificar das
bactérias homo- ¢ heterofermentativas com a firmeza das massas acidas. Lorenz (1983)
verificou que a consisténcia da massa também afeta as propor¢des formadas de acido
lactico e acético; massas moles favorecem a formagao de acido lactico e massas duras

favorecem a formagao de acido acético.
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O maior numero de precursores de aromas em farinha de trigo com alto grau de
extracdo pode ser responsavel pelo aumento da quantidade total de compostos volateis. No
trabalho de Spicher e Rabe (1983), o etanol também aumentou significativamente com o
aumento do teor de cinzas, e os acidos lactico e acético diferiram significativamente
somente quando o teor de cinzas variou de 0,55% a 1,0%. A alta quantidade de acido
encontrado em farinha escuras (de trigo ou centeio) estd relacionado com a capacidade
tamponante dessas farinhas, € em particular , a presenca de compostos como fitato que
possibilitam a fermentacao lactica para estendé-la sem repressao pelo baixo pH (citado por

Gobbetti et al., 1995a).

Paes de massa acida de farinha de trigo com adicdo de frutose e citrato
proporcionaram porcentagem mais alta de iso-alcoois e metil-aldeidos. Os compostos
volateis e os dacidos lactico e acético podem ser monitorados por varios parametros

biotecnoldgicos durante a sua produgdo (Gobbetti e Corsetti, 1996)

Analises quimicas dos compostos aromaticos estdo sendo combinadas com andlise
sensorial de pao ou com uma mistura sintética de compostos volateis no pao para descobrir
a influéncia que os compostos tem sobre o aroma sentido. Compostos que tem correlagao
positiva com o aroma do pao sdo: acetaldeido, 2-metil-propanal, 3-metil-butanal,
isopentanal, 2-nonenal, benziletanol, 2-feniletanol, dimetil sulfito e 2-furfural (Hansen e

Hansen, 1996).

Segundo Hansen e Hansen (1996), quanto mais se adicionou massa acida, mais
aumenta a acidez dos miolos observado por painel de provadores. O pao controle
apresentou um odor de levedura adocicado e um sabor de pao doce. Cultura L.
sanfranciscensis resultou num pao com um odor suave e azedo ¢ um sabor de pao feito em
casa. Os miolos tiveram um sabor salgado comparado com os outros. E possivel aumentar a
intensidade do sal aumentando a acidez. Paes feitos com massa acida de L. plantarum
tiveram um odor forte, azedo e desagradavel e um sabor 4cido metalico com sabor residual.
Esta diferenca de percep¢do de odor e sabor azedo entre paes com L. sanfraciscensis e L.
plantarum podem ser devido a diferenca de acido acético. O acido acético pode estar
agindo como um realgador de outros compostos aromaticos. Quando S. cerevisae foi

adicionada com L. planatarum, o pao adquiriu o maior odor aromatico e gosto. O forte
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gosto azedo metalico foi substituido por um pao de trigo com mais aroma (Hansen e

Hansen, 1996).
2.1.9. Atividade da microflora durante a fermentacio da massa acida

As propriedades organolépticas e estruturais dos produtos panificados de centeio e
trigo, como também a manutencdo de sua qualidade e as mudangas nas propriedades
associadas a retrogradagdo, sdo notavelmente afetadas pela dindmica de fermentagdo ¢ a
flora microbioldgica da massa. J4 ¢ conhecido que leveduras e bactérias lacticas afetam nas
caracteristicas da massa de diferentes maneiras. Os efeitos individuais dos “starters”,
temperatura, consisténcia da massa ou rendimento da massa, adi¢ao de NaCl, quantidade de
oxigénio na massa, como o tipo de farinha e pH nas propriedades da massa 4cida tem sido

investigadas (Gianotti et al., 1997).

Um apropriado balanco entre os metabolismos de varios “starters” ¢ também
fundamental para o desenvolvimento de boas caracteristicas. Estudos recentes com
leveduras e bactérias (Martinez-Anaya et al., 1990; Gobbetti et al., 1994c e d; 1995c¢)
colocaram em grande evidéncia os mecanismos do antagonismo microbiologico e
mutualismos nas massas acidas. A adicao de frutose e citrato (Gobbetti et al, 1995c,
Gobbetti e Corsetti, 1996) tem sido uma ferramenta para o aumento da fermentacao das
bactérias lacticas modificando positivamente o tipo e a concentragdo de produtos finais e,
em geral, para reducdo da competi¢do por fontes de carboidratos entre as bactérias e as
leveduras. O uso de “starters” selecionados permite processos reduzidos, melhora e
padronizagdo das caracteristicas da massa e do pao, aumento do valor nutritivo, maior

shelf-life e menor custo de producao (Gianotti et al., 1997).

O gerenciamento e controle de “starters” - de massa acida fresca, congeladas ou
liofilizadas - ¢ limitado pelo conhecimento incompleto de fatores chaves que controlam os
interacdes entre as espécies de “starters” misturados. O papel e a importancia dos
ingredientes e condi¢des fisico-quimicas nas interagdes entre leveduras e bactérias lacticas
e suas atividades metabodlicas podem ser investigadas analisando seus efeitos individuais e

interativos através de modelos experimentais de dados (Gianotti et al., 1997).
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Segundo planejamento experimental de Gianotti et al. (1997), o crescimento das
leveduras foi afetado significativamente somente pelo NaCl e a quantidade da massa acida
(g de massa acida /100 g de farinha ou DY'). Em particular, os sinais positivos € negativos
dos coeficientes dos termos individual e quadratico da regressao para DY indicaram a

existéncia de um valor 6timo deste fator para o crescimento das leveduras.

O crescimento das bactérias lacticas foram afetados pelos mesmos fatores (NaCl e
DY), entretanto, o NaCl teve um efeito negativo em todas as concentragdes e esta inibigao
pode seletivamente favorecer as leveduras. Gianotti et al. (1997) constatou que um maior
crescimento de bactérias pode ser obtido quando o maximo nivel de NaCl é combinado
com o maximo nivel de DY ou quando ambos estdo no seu nivel minimo. As equagdes
sugerem que as interacdes entre as leveduras e as bactérias podem ser controladas por uma

modificagao apropriada do NaCl e da atividade de agua (ay).

A formacao de etanol foi influenciada por todas as varidveis com excecao do NaCl. A
produgdo de etanol pode ser associada a disponibilidade de agucares fermentaveis, porém
as duas fontes de etanol (bactérias heterolacticas e leveduras) deixam essa interpretagao

dificil (Gianotti et al., 1997).

As variagdes de citrato e frutose afetaram significativamente o metabolismo das
bactérias e das leveduras, entretanto, foi provado ser inefetivo no seu crescimento. Altos
niveis de citrato e frutose tiveram um efeito positivo na produgdo de etanol. Quando a
frutose e as outras variaveis estdo em seus niveis intermedidrios, maiores produgdes de
etanol sdo atingidas com niveis maximos de citrato e gluten. Segundo Gianotti et al. (1997),
esses resultados podem ser interpretados baseando-se em algumas modificagdes no
metabolismo microbiano devido a adi¢ao dessas fontes de carbono. O citrato nao ¢
fermentado por S. cerevisae enquanto que a frutose e o citrato sao co-fermentados pela cepa
heterofermentativa L. sanfranciscensis (Gobbetti et a,. 1995b; Gobbetti e Corsetti, 1996).
Entretanto, a co-fermentacgao do citrato ou frutose reduziu a producgdo bacteriana de etanol,
€ a0 mesmo tempo a competi¢do pela fonte de carbono foi reduzida, resultando numa maior

disponibilidade de maltose e glicose para a fermentacao das leveduras.

Enquanto o citrato e a frutose aumentam a producdao de acido acético, o citrato

residual da co-fermentagdo tem uma atividade tamponante, o qual pode ter um efeito
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negativo na variacdo de pH durante a fermentacdo. O fraco papel do gluten pode ser
atribuido ao fato de que um aumento nesta variavel ndo significa necessariamente um
aumento na quantidade de gliten mas de preferéncia uma qualidade de gluten. Quando o
gliten aumenta, uma quantidade maior de agua disponivel ¢ absorvida reduzindo a

atividade de agua da massa (Gianotti et al., 1997).
2.1.10. A estabilidade microbiologica

Na producdo de pao de centeio, ¢ necessaria a acidificacdo da massa para deixa-la
panificavel. Estas necessidades sdo devidas a ndo presenca de gliten na farinha. No centeio,
as funcdes do gluten (absor¢dao de 4gua e retencdao de gases) sdo feitas pelas pentosanas,
cuja solubilidade e absor¢ao da 4gua sdo 6timas em meios acidos. A bactéria lactica que se
desenvolve na massa pode se originar da sele¢do natural na farinha ou da adi¢do de um

starter” contendo uma ou mais espécies. Muitas padarias na Europa ainda usam fermentos

naturais em suas produgdes (Rosenquist e Hansen, 2000).

A seguir alguns exemplos de bactérias lacticas identificadas nos fermentos naturais de

farinha de centeio por Rosenquist ¢ Hansen (2000):

- homofermentativas: Lactobacillus acidophilus, L. delbrueckii e L. farciminis.

- heterofermentativas facultativas: L. alimentarius, L. casei subsp. casei, L. casei
subsp. rhamnosus e L. plantarum.

- heterofermentativas: L. brevis, L. viridescens, L. fructivorans, L. fermentum, L.

buchneri e L. sanfrancisco.

Segundo estes autores, as bactérias lacticas isoladas de fermentos naturais sao dificeis
de serem cultivadas em meios de laboratdrio. Isto pode ser devido a estas bactérias terem
sido selecionadas durante repetidas propagacdes resultando em uma flora com condigdes de
crescimento e nutrientes requeridos especializados. Massa acida ¢ um sistema microbiano
que ainda ndo estd totalmente investigado. Novas espécies de bactérias lacticas podem

ocorrer nesse ecossistema (Rosenquist e Hansen, 2000).

Saccharomyces cerevisae foi a espécie de levedura mais freqiientemente isolada das

massas acidas estudadas por Rosenquist e Hansen (2000). A ocorréncia repetida de

26



diferentes tipos de bactérias lacticas e leveduras durante o periodo de amostragem pode ser
uma conseqiiéncia desses tipos terem uma vantagem nutricional no sistema da massa acida
em comparagdo aos microorganismos adicionados na massa junto com as matérias-primas.
Esta selegdao pode ser também resultado da producao de substincias antimicrobianas pela
microflora da massa. Tais compostos sdo principalmente acidos lactico e acético, mas a
producdo de diacetil, H,O, e bacteriocinas podem também ter um papel importante na

regulagdo das interagdes microbianas na massa (Rosenquist e Hansen, 2000).

Tendo um efeito na estabilidade da massa acida, as substincias antimicrobianas
produzidas durante a fermenta¢do podem também contribuir para a inibicdo de bactérias
deteriorativas. Na producdo de pao de trigo, o uso de fermento natural tem mostrado ser um
inibidor efetivo do rope causado pelo Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis (Rosenquist

e Hansen, 2000) e contra coliformes (Barber ¢ Baguena, 1989).

Ha um bom tempo, o uso de propionato tem sido permitido na produ¢do de paes com
objetivo de retardar a propagacdo de mofos no pao. Mas os consumidores, atualmente,
tendem a buscar produtos mais naturais sem uso de aditivos. Tentando buscar uma
alternativa para isto, Javanainen e Linko (1993) mostraram a possibilidade de se utilizar
bactérias que produzem &cido propidnico em conjunto com as bactérias lacticas em
substitui¢do ao uso dos propionato no processo com massa acida. O pH e a acidez obtidos
nos testes foi acima dos paes produzidos por fermentagdo natural. Isto pode ter acontecido
devido parcialmente a adicdo de carbonato de célcio no fermento, que pode causar
dissociagao dos acidos acético, lactico e propidnico. Referéncias mostram que um pao leva
em média 4 dias para iniciar a propagagdo de mofos quando cortado em fatias e embalado
em plasticos de polietileno a 23 a 25°C. Os paes do experimento mantiveram-se estaveis
por pelo menos 6 dias. O uso de misturas “starters” incluindo bactérias propionicas podem

ter resultados bastante expressivos no que se diz respeito ao aumento de shelf-life.

A atividade do S. sanfranciscensis promove uma mistura de 4cidos (acético, caproico,
propidnico, butirico e n-valérico) que agem de forma sinergética, que ¢ responsavel pela

sua atividade antimofo (Gobbetti, 1998).

Na Tabela 3, sao apresentados alguns exemplos de produtos metabolizados por

bactérias lacticas com propriedades antibacterianas (Holzapfel, 1997).
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TABELA 3 — Compostos antimicrobianos metabolizados por Bactérias Lacticas

Composto antimicrobiano

Principais microorganismos alvos

Acido lactico

Bactérias putrefativas e gram-negativas ¢ alguns

fungos.

Acido acético

Bactérias putrefativas, clostridio, algumas leveduras e

fungos.

Peroxido de hidrogénio

Microorganismos  deterioradores e  patogénicos,

especialmente em alimentos ricos em proteinas.

Enzima — sistema de

lactoperoxidase com H,0,

Bactérias deterioradoras e patogénicas.

Enzima — Lisozima

Bactérias gram-positivas indesejaveis.

Reuterina (3-OH-
propionalaldeido)

Bactérias selvagens, bolores e leveduras.

Diacetil

Bactérias gram-negativas.

Acidos graxos

Diferentes bactérias.

Nisina Algumas  bactérias lacticas e  gram-positivas,
notavelmente formadoras de endoesporos.
Outros Bactérias gram-positivas, espectro inibitorio de acordo

com a cepa produtora e o tipo de bacteriocina

O trabalho de Kirschner e Von Holy, 2002 (citado por Katina et al., 2002) mostrou
que a deterioracdo do pao chamada “rope” ¢ normalmente causada pelo género Bacillus,
especialmente o Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis. Recentemente foi confirmado
que algumas cepas de B. licheniformis sdo toxigénicas (Salkinoja-Salonen et al., 1999). A
forma eficiente de prevenir o “rope” ¢ controlar o crescimento e germinagdo dos esporos
dos bacilos que ja estdo presentes no pao; a ocorréncia de esporos de bacilos ¢ muito
comum em matérias-primas usadas na panificacao (Bailey ¢ Von Holy, 1993; Rosenquist e

Hansen, 1995).

Um dos métodos livre de aditivos para prevenir a formagdo de rope ¢ usar massa
acida de trigo. Pdo de fermentagdo natural ¢ um jeito antigo de fazer pao de alta qualidade

com um shelf-life microbiol6gico maior e melhor sabor (Briimmer e Lorenz, 1991).
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No estudo de Katina et al. (2002), as atividades antimicrobianas do Lb. plantarum,
Lb. brevis e P. pentosaceus foram evidentes no testes de panificagdo, principalmente
devido a inibicao de crescimento e germinacao durante 7 dias de estocagem, quando o pH e
a acidez titulavel foram ajustadas a bons niveis na massa acida. O nivel de acidez
necessario para da redug¢do da contagem de bacilos ¢ dependente da contagem inicial dos
esporos e da propor¢do de acido lactico e acético. A inibi¢ao mais efetiva, neste estudo, foi
vista na massa acida feita com Lb. brevis. O efeito inibitorio foi provavelmente causado
pela producdo de acido acético. Os testes de panificagdo mostraram que a reducdo da

contagem dos bacilos foi fortemente dependente do nivel de acidez da massa écida.

Um teste adicionando 4cido lactico no pao ndo preveniu o desenvolvimento do
“rope”. Isto indica que embora o nivel de acidez da massa 4cida seja o maior fator de
influéncia no efeito inibitorio, hd também outros fatores que estdo envolvidos no

mecanismo antimicrobiano (Katina et al., 2002).

2.2 SECAGEM DE MICROORGANISMOS

2.2.1. Métodos de secagem de microorganismos

O melhor método de secagem para um produto alimenticio ¢ determinado pela
qualidade requerida, caracteristica desejada e fator econdmico, isto €, o processo de custo
inferior que atenda a qualidade e as caracteristicas necessarias. Um dos maiores problemas
dos métodos de secagem ¢ o bindmio tempo X temperatura a que o produto ¢ submetido.
Para a secagem de microorganismos, ¢ necessario otimizar a troca de calor para que o

tempo de secagem nao seja alto (Arsdel et al., 1973).

E experimentalmente comprovado que as particulas pequenas secam mais
rapidamente que as grandes tendo, portanto, teores de umidade e temperaturas diferentes a
cada instante. Estas diferentes combinagcdes de tempo-temperatura afetam os

microorganismos presentes no material e a qualidade do produto final (Arsdel et al., 1973).

Virios microorganismos sdo freqlientemente preservados por congelamento e/ ou
secagem no uso de culturas “starters” nas industrias de alimentos. Entretanto, ocorre uma
consideravel inativagdo das células durante o processo de secagem e, por isso, € necessario

entender as respostas fisioldgicas dos microorganismos na secagem. No processo de
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secagem por liofilizagdo, que ¢ mais usado para secagem de microorganismos, nem todas

as cepas sobrevivem tendo niveis de sobrevivéncia na faixa de 0,1% (Kets et al., 1996).

Muitos estudos mostram que a liofilizagdo ¢ o método que mais consegue conservar
as caracteristicas dos produtos, porém o seu custo ¢ 4 a 8§ vezes mais caro que 0s outros
métodos de secagem. Cada caso deve ser avaliado separadamente, pois a energia gasta pode
se tornar insignificante quando consideramos o valor agregado ao produto e as vantagens
obtidas no produto final. A liofilizacdo ¢ um processo de desidratacdo de alimentos em
condicdes de pressdo e temperatura tais que a agua, previamente congelada, passa
diretamente do estado solido para o gasoso. Esse processo ¢ indicado em muitas aplicacdes,
porque a baixa temperatura usada conserva as propriedades quimicas e organolépticas dos
alimentos e no caso de microorganismos vivos a agressao ¢ menor (Gava, 1984), protege de
contaminagdes ou infestagdes durante a estocagem e facilita na sua distribuigao (Ratti,
2001). A fase de congelamento ¢ a fase critica no processo. O grau de congelamento 6timo
parece ser quando a célula ndo perde 4dgua e alcanga o ponto de congelamento em um

estado amorfo (Alpas, 2001).

Outro método de secagem também utilizado ¢ o de atominizagdo em “Spray dry”, que
consiste numa simples operagdo. O produto a ser seco deve estar no estado fluido. O fluido
¢ dispenso por meio de um atomizador dentro de uma cdmara com uma corrente de ar
quente que tem funcdo de evaporar a umidade do produto. As particulas secas do produto
separadas do ar e coletadas e a umidade evaporada ¢ retirada por um exaustor. Devido ao
pequeno tamanho das particulas desenvolve-se uma relagdo area/volume bastante elevada
que permite atingir altos fluxos de calor e de massa reduzindo conseqiientemente os tempos
de secagem. A velocidade de secagem de uma particula depende de muitas variaveis como:
velocidade, diametro, umidade de equilibrio, temperatura ¢ umidade de ar (Arsdel, 1973).
Entretanto, bons resultados sdo encontrados apenas com algumas bactérias lacticas
termoduricas, as bactérias mesofilas sdo muito sensiveis ao processo de atominizacdo

(Champagne et al., 1991).

Outro método ¢ o de secagem em estufa com ou sem ar forcado. Apesar de ser um
dos métodos mais simples e barato, ele € pouco utilizado para secagem de microorganismos

em geral.
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2.2.2. Efeitos da secagem nos microorganismos do fermento

Os processos de secagem sdo normalmente utilizados para promover a preservagao e
estocagem dos microorganismos na producgdo de culturas “starters”. O 6timo desempenho
das cepas durante o congelamento ou a secagem depende da estabilizagcdo de seu potencial

de sobrevivéncia e atividade metabolica (Baati et al., 2000).

A secagem mais utilizada para lactobacilos ¢ a liofilizacdo e para o fermento
biolégico (Sacharomyces cerevisae) ¢ a tecnologia de secagem em leito fluidizado

(Champagne e Gardner, 2001) ou em spray drier.

A preservagao das culturas microbianas requer familiaridade com técnicas modernas
que causem o menor dano possivel nas células, e garanta a viabilidade maxima e estabilize

o comportamento gendtipo (Safronona e Novikova, 1996).

Como outros microorganismos, as bactérias lacticas se confrontam com a diminui¢ao
da atividade de agua ao longo do periodo de secagem, acumulando solutos compativeis
como betaina e arnitina. (Hutkins et al., 1987). Acredita-se que esses compostos sejam
benéficos para as bactérias lacticas, ndo somente durante o estresse osmotico, mas também
durante a secagem. Os organismos provavelmente ndo sdo capazes de acumular solutos
compativeis durante um curto periodo de secagem, portanto eles devem ser acumulados
antes do processo de secagem. Kets ef al. (1996) mostraram que a adi¢do de betaina num
meio osmoticamente estressado protegeu L. plantarum e L. halotolerans durante a

secagem.

Durante todos os processos de secagem de microorganismos também podem ocorrer
efeitos indesejaveis como desnaturagdo de proteinas sensiveis e diminuicao de viabilidade
para muitos tipos de células. Para se reduzir estes efeitos, substancias protetoras como leite
desnatado, sacarose, polimeros, albumina, mel, polidis e aminoacidos podem ser
adicionadas as amostras antes do inicio de processos de congelamento ou secagem (Leslie

et al., 1995).

No processo de liofilizagdo, perda da viabilidade pode ocorrer durante o

congelamento, a secagem ou a estocagem. A formacdo do gelo e o aumento das
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concentragdes de sal e o processo de desidratacdo podem ser os responsaveis pelo dano nas

membranas das células dos microorganismos (Champagne et al., 1991).

Barber et al. (1988) mostraram que na secagem ha diferentes graus de sobrevivéncia
entre diferentes lactobacilos. Geralmente, L. plantarum ¢ mais resistente que L. brevis
durante a liofilizagdo. A capacidade de producdo de acidos é o pardmetro mais afetado pela

liofilizacao.

A quantidade de dgua ¢ um parametro importante na estabilidade das culturas secas.
Existem alguns estudos sobre a adi¢do de polimeros em microorganismos durante a
secagem. Champagne et al. (1996) testaram gelatina, maltodextrina e goma xantana. Nao
houve diferenca significativa do grau de sobrevivéncia. No estudo da estocagem do
microorganismo seco, a gelatina teve um efeito positivo na populagdo viavel dos
microorganismos ap6os 12 meses de estocagem. A adi¢do de polimeros, como a gelatina,
pode ajudar no aumento da estabilidade, mas os efeitos ndo foram maiores quando

suplementados com uma base de sacarose e leite.

O processo de secagem pode causar danos na membrana celular dos
microorganismos. Apesar de sobreviverem a secagem, alguns microorganismos ficam mais
sensiveis a algumas substidncias ou a condi¢des de armazenamento. Na pesquisa de
Brennan et al. (1986), foi observado que Lactobacillus acidophilus que passaram por um
processo de secagem ficaram mais sensiveis a oxgall, lisozima e NaCl. Mais de 90% das
células que sobreviveram a secagem se tornaram sensiveis a 0,1% de oxgall e 100 pg de
lisozima/ML, e perderam a habilidade de formacao de coldnias; células normais quase nao
mostraram sensibilidade a este dois compostos. Neste mesmo estudo, 32% de células
normais foram sensiveis a 8% de NaCl; 61 ¢ 87% de células secas (liofilizadas e secas em

“vacuum-drier”, respectivamente) mostraram sensibilidade a este composto.

Medidas de fotomicrografias de elétrons de células normais sugerem a presenga de
um material que recobre toda a superficie da célula. Em células secas, a capa ndo estd
presente. No lugar, pedacos de diferentes tamanhos estdo presentes. As células secas em
“vacuum-drier” comparadas com as liofilizadas, sdo enrugadas. O desenvolvimento de
sensibilidade em bactérias gram-negativas secas a sais biliares e lisozima esta relacionado

com a destruicdo dos componentes da parede celular, mais especificamente as moléculas
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que normalmente agem como barreira a estes compostos. A sensibilidade de bactérias
liofilizadas ou secas em “vacuum-drier” pode estar relacionada ao dano dos componentes
das paredes da célula como o mucopeptideo. Ainda na pesquisa de Brennan et al. (1986), o
dano da membrana dos L. acidophilus que sobreviveram a secagem também ¢ evidente
devido ao aumento da sua atividade de -galactosidase. Células normais t€m uma atividade
baixa, mas quando essas células sdo tratadas com tolueno para destruir a membrana
citoplasmatica (permeabializada), suas atividades aumentam bastante (atividade total).
Atividade aumentada das células secas também estd relacionado com destruicao da
membrana. Entretanto, o fluido sobrenadante das células ndo tem atividade de [-
galactosidase, indicando que o dano nao foi severo o suficiente para a liberagao das

enzimas do citoplasma para o meio.

Nesses estudos, ambos métodos de secagem resultaram em 99% ou mais de perda de
viabilidade de L. acidophilus, como determinado pela perda de habilidade de formacao de
colonias. O exame da célula normal e da célula reidratada sobre uma fase contraste no
microscopio (aumento de 400 X) revelou a presenca de menos de 5% de células fantasmas
(células rompidas) nas amostras das células secas. Por outro lado, ndo foi observado
diferenga entre as células normais e secas, mesmo quando nas amostras secas mais de 99%

das células estavam mortas (Brennan et al., 1986).

E possivel assumir que a liofilizagdo e a secagem a vacuo desestabilizam as ligagdes
envolvidas na camada da parede da célula na L. acidophilus, resultando numa perda parcial
da superficie de proteina. Este estudo também indicou que tanto a liofilizacdo e o “vacuum
drier” resultaram em danos na superficie da proteina, parede ¢ membrana. O dano na
camada de proteina resultou na perda parcial da célula. O dano na estrutura da parede e
membrana ndo so afetaram suas fungdes como também os fizerem suscetiveis a alguns

tratamentos (Brennan et al., 1986).

3

E surpreendente como embora na liofilizagdo, as células sao expostas ao choque de
frio, fase de transicdo de liquido e cristais de gelo no qual a agua ¢ removida por
sublimacdo em contraste ao método de secagem a vacuo que a agua ¢ perdida por
evaporagdo, em ambos tipos as células secas t€ém comprometido a superficie protéica,

parede e membrana de forma similar. Nos dois métodos, a dgua ligada foi removida das

33



células e isto tem sido associado com o dano das células secas. A dgua ligada através de
diferentes tipos de ligacdes fracas tem um importante papel na estabilizagdo estrutural e
integridade funcional das macromoléculas biologicas, incluindo aquelas presentes na
parede e membrana celular. A remog¢do da agua pode desestabilizar sua integridade
estrutural, resultando em perda ou prejuizo de suas fungdes. Pelo menos as moléculas da
superficie protéica que estdo ligadas a parede celular por pontes de hidrogénio sdo afetadas
pela secagem. A perda de viabilidade das células secas resulta na desestabilizagdo de

diferentes estruturas, incluindo a parede e a membrana (Brennan et al., 1986).

Scott e Bernard (1985) mostraram num estudo de resisténcia de leveduras a secagem,
que as leveduras que tiveram a maior resisténcia foram as cepas Sacharomyces. S.

cerevisae teve um D6 7o¢c acima de 2 minutos e um D3y de quase 1 minuto.
2.2.3. Uso de agentes protetores em secagem de microorganismos

Durante a secagem, a remocado das ligacdes de hidrogénio da agua, aumenta a
probabilidade da ocorréncia das interagdes de Van der Waals. Como resultado, os lipidios
podem passar por uma transi¢do de liquido cristalino para a fase gel. Sobre reidratagdo,
membranas secas, que estdo em fase gel em temperatura ambiente, passam por uma
transi¢do de gel para fase de cristal liquido. Como as membranas passam por essa fase, ha
regides com defeito causando furos na membrana. Adicionando dissacarideos aos
microorganismos (como a trealose) antes da secagem, ¢ possivel diminuir a temperatura de
transi¢ao das membranas secas através da reposicao de dgua entre o lipidio , prevenindo a

fase de transi¢ao e que continua durante a reidratacao (Leslie et al., 1995).

Trealose e sacarose t€ém mostrado que sdo capazes de preservar a estrutura e a
funcionalidade de proteinas isoladas durante a secagem. Esta habilidade de estabilizar as
proteinas resulta da formacao de ligacdes de hidrogénio com proteinas quando a agua ¢

removida, prevenindo assim, a sua desnaturacao (Leslie ef al., 1995).

Um estudo feito pela Universidade de Saskatchewan mostrou que o uso de
temperaturas de secagem de fermento biolégico acima de 50°C aumentou
significativamente a morte das leveduras. Em temperaturas abaixo de 50°C, a taxa de morte

¢ na sua maioria devido a desidratagdo e ndo por causa da temperatura. Nesse mesmo
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estudo, a secagem até 15% de umidade com ar for¢ado foi otimizada com a adicdo de
trealose no fermento. Comparado a um fermento seco sem a trealose obteve-se um
desempenho superior a 30%. A trealose ¢ um dissacarideo (glicose-glicose) que atua como
protetor hidratante (ou osmoprotetor) de microorganismos (Bobbio e Bobbio, 2003). Os
microorganismos utilizam a trealose quando formam esporos ou estdo em estado latente, no
caso do fermento desidratado a trealose o mantém vivo até ele ser reidratado (Bayrock e

Ingledew, 2001).

Trealose e sacarose sdo capazes da proteger tanto bactérias gram-negativas como
gram-positivas. Para os agucares protegerem a bicamada, ¢ necessario que estejam
presentes nos dois lados da membrana. Nas pesquisas de Leslie et al. (1995), a trealose e a
sacarose protegeram os microorganismos E. coli e B. thuringiensis quando as bactérias
foram reidratadas imediatamente apds a secagem, mas apenas a trealose exibiu a
capacidade de proteger durante a exposi¢do apos a secagem. O autor citou duas possiveis
explicagdes para isso: (1) a trealose pode ser um antioxidante mais efetivo que a sacarose
ou (2) estudos prévios tem mostrado a importancia da manutencao de materiais bioldgicos
secos no estado vitrificado durante a estocagem. Se, por exemplo, lipossomas secos sao
aquecidos acima da temperatura de transig¢@o vitrea pelo acucar estabilizante, eles fundem e

perdem seus contetidos para o meio.

Muitos estudos mostram componentes que aumentam a sobrevivéncia das bactérias
lacticas no método de liofilizagdo, mas poucos para a secagem comum com fluxo de ar. A
presenga de solutos compativeis no meio, tais como betaina e trealose, aumentam a
sobrevivéncia dos microorganismos no ar forcado. E comprovado que a sobrevivéncia na
secagem comum esta associada com um actimulo intracelular de solutos compativeis. Este
acumulo ¢ promovido pelas condi¢des estressantes de crescimento, particularmente em
resposta a pressao osmotica do meio. Entretanto, a sintese de betaina e trealose nao

acontece nas culturas lacticas, e estes solutos compativeis devem ser adicionados no meio

de crescimento e ser assimilado para ser efetivo (Kets ef al., 1996).

O uso de espessantes (por exemplo: alginatos, goma xantana e goma guar) pode

diminuir o tempo de secagem e pode também manter niveis de umidade maiores devido as
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suas habilidade de se ligarem a dgua sem alterar a atividade de agua do meio (Champagne e

Gardner, 2001).

No trabalho de secagem de S. cerevisae, Bayrock e Ingledew (1997) constataram que
a curva de sobrevivéncia das leveduras com 1% de trealose mostraram maior viabilidade
em comparagdo a curva de controle. Em outro trabalho, foi constatado que usando leite
desnatado em combinacdo com 2 compostos de mel, glutamato de sédio, trealose ou
rafinose, fizeram a sobrevivéncia da S. cerevisae aumentar de 30 para 96-98% (Abadias et

al., 2001).

Abadias et al. (2001) mostram que o uso de varios agentes protetores pode ser mais
efetivo aumentando sua dosagem. Eles utilizaram 4 grupos de agentes e variaram sua
dosagem na liofilizacdo de Candida sake. Os grupos foram: agtcares (glicose, frutose,
galactose, sacarose, lactose e trealose), polidis (glicerol, manitol, sorbitol, adonitol e
inositol), polimeros (amido, polietilenoglicol e dextrana) e compostos de nitrogénio
(glutamato e peptona). A 1% de concentragdo todos os aditivos foram inefetivos na
conservagdo. A 5% o melhor agente foi a rafinose, com 13,2% de cé€lulas vidveis. As
melhores sobrevivéncias foram observadas com 10% de glutamato, rafinose e galactose,

19.8%; 19,1% e 16,6%, respectivamente.

O uso de leite desnatado combinado com outros agentes resultou no aumento da
sobrevivéncia de C. sake, porém solugdes com 5 ou 10% de leite desnatado ndo secaram
completamente. O melhor resultado foi obtido com 10% de leite desnatado mais 10% de
lactose obtendo-se 40% de células vidveis. Acredita-se que as proteinas do leite formam
uma capa protetora nas células. A a¢do de cada agente pode mudar também dependendo do
microorganismo estudado variando assim, a quantidade de células vidveis. A adicdo de
substancias protetoras, como acucares e glicerois, reduzem a quantidade de agua na
superficie das proteinas. Os agentes protetores podem formar pontes de hidrogénio com
proteinas na substituicdo da dgua com o objetivo de estabilizar a proteina (Abadias et al.,

2001).

No trabalho de Safronona e Novikova (1996), o leite desnatado continuou sendo

popular obtendo resultados satisfatorios na liofilizagdo de bactérias. Um meio de leite-

36



sacarose-acido ascorbico ¢ usado comercialmente com uma solu¢do protetora para

liofilizacdo de culturas lacticas (Champagne et al., 1991).

No estudo de Champagne e Gardner (2002), o efeito benéfico da trealose na secagem
comum nao demonstrou uma protecdo superior que a lactose e a sacarose. Duas razdes
podem explicar isso: primeiro, a trealose ndo ¢ o Unico carboidrato que age como soluto
compativel; e segundo, o acimulo de solutos compativeis ¢ aumentado pelo estresse

osmatico.
Os agentes protetores podem ter diferentes acdes (Champagne et al., 1991):

v' Polidis: em solugdes com &gua, os polidis aumentam a sobrevivéncia de
Streptococcus thermophilus na liofiliza¢dao, com excecdo do manitol, eles oferecem
uma protecdo menor do que os solidos do leite. Quando seis poliois sao adicionados
com leite desnatado e avaliado pelo seu efeito crioprotetivo em 12 cepas de
lactobacilos e Leuconostoc, mais de 80% da sobrevivéncia foi obtida com adonitol
para 9 das 12 cepas testadas. Infelizmente, o custo do adonitol limita o seu uso
industrial. Dulcitol, manitol, m-inositol e sorbitol proporcionaram pouco ou
nenhuma prote¢ao quando adicionados ao leite. Glicerol, que ¢ um crioprotetor
efetivo e bastante usado em concentrados congelados, proporciona alguma protecao
durante a liofilizagdo. Entretanto, o glicerol ¢ liquido em temperaturas normais de

estocagem (4°C), e pode nao se util durante uma secagem.

v Polissacarideos: polimeros como polietileno glicol e dextrana aceleram a secagem.
Se a adicao de compostos especificos influenciam no grau de secagem ou no nivel
de umidade residual e 4agua disponivel, isto pode influenciar no sobrevivéncia de
culturas liofilizadas. Pectina e dextrana aumentam a sobrevivéncia da maioria dos

lactobacilos. A adi¢do de glicogénio nao ¢ efetiva.

v’ Dissacarideos: a lactose ¢ um importante agente crioprotetor para bactérias lacticas.
Sacarose também pode ser usada com sucesso. Radicais livres tém sido associados
com perda de viabilidade de bactéria liofilizada exposta ao ar, agucares como
lactose e sacarose inibem a producao de radicais livres. Polidis e agucares parecem

requerer a presenga de pelo menos 5 grupos de hidroxilas para proporcionar
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protecdo. A adicdo de substincias protetoras, reduz a quantidade de ligagdes de
agua na superficie das proteinas. Os agentes protetores podem formar ligagdes de
hidrogénio com a proteina, substituindo a dgua para manter a estabilidade da
proteina. Isto deve diminuir o numero de grupos polares e apolares da proteina que

ficam exposto a uma possivel desnaturacdo que a exposi¢ao pode trazer.

Aminoécidos, proteinas e seus hidrolisados: aminodcidos como glutamato de sodio,
acido aspartico e cisteina foram usados com sucesso como crioprotetores durante a
liofilizagdo. A produgao do aminoacido pode ser o resultado de uma reagao entre os
grupos carboxil das proteinas dos microorganismos ¢ do grupo amino do agente
protetor, estabilizando a estrutura da proteina. A cisteina, entretanto, previne a
oxidagdo dos grupos SH para ligacdes SS. Peptonas, extratos de levedura e
proteinas hidrolisadas aumentam a sobrevivéncia da maioria das cepas, mas sao

menos efetivos que leite e sacarose.

Vitaminas: a vitamina C (acido ascorbico) ¢ sempre adicionada a um meio em
suspensdo para liofilizagdo. Isto ajuda aumentar o grau de cobertura. Vitamina C
pode, entretanto, ser toxica as células. Reagdes com proteinas podem ocorrer,
resultando na formagdo de radicais livres. Na presenca de ar, ha uma reducdo da
viabilidade da células. Felizmente, a presenga de agticares inibe a formagao desses
radicais livres. Adicao de 1% de extrato de levedura ou 0,03% de vitamina E com
leite desnatado proporciona uma preservacao efetiva da atividade de S. lactis

durante a estocagem.

2.2.4. Reidratacao dos microorganismos apos secagem

A reidratacao ¢ um passo importante para o microorganismo seco. Hidratagdes diretas

podem causar em alta mortalidade. O meio e as condi¢des de reidratagdo irdo afetar no

contato inicial do microorganismo com o meio. O uso de 4gua como meio para as células

secas provoca um efeito consideravel na viabilidade dos microorganismos. Neste caso,

meios compostos de sacarose, dextrose, e leite desnatado reconstituido melhoram

substancialmente a reativacao dos microrganismos. E claro que existem variagdes entre
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cepas e espécies. Normalmente o uso de minerais proporciona bons resultados dependendo

da cepa (Champagne et al., 1991).

O volume de liquido usado para reidratar uma cultura liofilizada influenciard na
sobrevivéncia de bactérias lacticas, e adicionando grandes quantidades de liquidos parece
ndo ser recomendado. Este efeito ¢ atribuido a um choque osmoético (Champagne et al.,

1991).

Segundo Valdez et al. (1983), suspensdes de bactérias secas normalmente contém
células mortas e células ndo danificadas como também aquelas subletalmente feridas. O
dano pode ndo levar diretamente a morte desde que estejam num meio apropriado em que
as células injuriadas possam se reparar e reiniciar as fun¢des normais (citado por Valdez et

al., 1985).

No caso de bactérias lacticas, a complexidade do grupo e a diversidade das reagdes
obtidas mostraram que ndo ¢ possivel fazer generalizagdes para um uUnico meio de
reidratacdo. Entretanto, o uso de solu¢des concentradas como 20% de sacarose ou fluidos
com alta concentracdo de solidos como 10% de leite desnatado promovem a recuperacdo de
lactobacilos mesofilos. Este efeito favoravel ¢ provavelmente atribuido a habilidade de
alguma solugdes em agir como tampdes osmaticos, regulando a entrada de 4gua dentro das

células (Valdez et al., 1985).

A reidratacdo de culturas secas em meio liquido acontece dentro de poucos segundos,
e desta forma, as células estdo sujeitas a mudancas muito rapidas de condicao seca para
uma mistura de coloides hidratados e solugdes aquosas que cobrem a célula viva. A
complexidade das mudangas e a velocidade em que ocorrem podem dificultar a medi¢ao ou

o controle dos eventos que ocorrem (Valdez et al., 1985).

O uso de fermento natural seco hidratdvel na producao de paes pode simplificar
consideravelmente o processo da massa nas padarias. A principal vantagem ¢ que € possivel
produzir pré-misturas que podem ser usada em qualquer tipo de padaria. Os fermentos
naturais secos reidrataveis garantem um padrdo alto e uniforme no produto final devido as
caracteristicas da qualidade do fermento natural e a possibilidade de variagdes de dosagem

na receita. Estas sdo as caracteristicas que colocam o fermento seco reidratavel em um nivel
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igual com os agentes acidificantes conhecidos. Além disso, devido ao fato de que ¢ possivel
revitalizar os microorganismos presentes no fermento seco em atividade latente, tais
fermentos podem ser reativados de tal forma que eles podem ser usados como “starters”

para fermentos naturais (Meuser ef al., 1995).

Na literatura, os fermentos secos reativaveis (FSR) sao referidos como “fermento na
forma seca”. No FSR, algumas das bactérias lacticas presentes no fermento podem estar em
atividade latente. Em condi¢des médias, estes microorganismos sao capazes de reassumir
suas atividades metabolicas na massa, que envolve a producao de acidos, e podem ser
estimulados a crescer e proliferar. Este processo, que ¢ chamado de “reidratacdo”, pode
ser iniciado misturando o FSR com farinha e 4gua e mantendo a massa a uma temperatura

boa para a revitalizagao dos microorganismos (Meuser et al., 1995).

No estudo de Meuser et al. (1995), a reidratacao do fermento foi feita com 1 parte de
fermento seco e 9 partes de farinha e 10 partes de a4gua com aproximadamente 58% de
umidade. As massas foram aquecidas a 40°C (banho-maria) e deixadas fermentando por 24

hs (chamado primeiro estagio).

Depois de passado um curto tempo, os microorganismos que sao capazes de se
revitalizar iniciam suas atividades e, num periodo razoavel de tempo, produz um fermento
natural ativo, tendo caracteristicas tipicas da microflora que sdo desejaveis para o pao com

as caracteristicas de qualidade usuais (Meuser et al., 1995).

Tecnicamente, ¢ interessante notar que o numero de microorganismos capazes de
revitalizarem ¢ influenciado pelo processo de secagem aplicado e pelo acompanhamento
dos parametros de secagem. Os processos de secagem bem conhecidos sdo: secagem pelo
ar, por leito fluidizado, secagem de rolos a vacuo e liofiliza¢do. A ultima opgao parece ter
sido a com melhores resultados de rendimento na habilidade de revitalizacdo dos
microorganismos. Sdo encontradas entre 10° ¢ 10® bactérias lacticas por grama no FSR. A
contagem de células pode diminuir com o aumento do tempo de estocagem do FSR

(Meuser et al., 1995).

Testes de Meuser et al. (1995) mostraram que depois da massa fermentar por 24

horas, novos fermentos foram feitos usando aliquotas do fermento inicial. Neste caso, 5%
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de primeiro estagio foi usado no novo. Em contraste ao primeiro estagio, a temperatura
usada no 2° foi reduzida de 40°C para 30°C, a temperatura normal de desenvolvimento de
fermento natural. Apos 24 horas, o terceiro estagio (mais 24 horas) foi feito de forma
idéntica ao 2°. Foram avaliados: contagem total de bactérias lacticas e leveduras, acidez
total tituldvel, pH, concentra¢do de acido lactico, 4cido acético e etanol. Os testes foram

feitos até o fermento seco ter 6 meses.

Os testes de revitalizacdo mostraram que a proliferacdo de bactérias lacticas e
também tipo e sua performance metabolica ndao se estabiliza até ter passado por 3 ou 4
refrescos. E importante citar que alguns metabolitos sdo produzidos na massa como
resultado de uma larga variedade de microorganismos que se desenvolvem mais ou menos
independentes da massa no primeiro € no segundo estagio. Alguns desses microrganismos
freqiientemente ddo a massa um odor desagradavel que ndo desaparece até que os
microorganismos tipicos do fermento natural dominem a atividade metabdlica, como um
resultado do processo de selecio que os microorganismos estdo sujeitos durante a

fermentacao (Meuser ef al., 1995).

Ja as leveduras se revitalizaram no primeiro estagio da preparagao da massa. A
proliferacdao de leveduras continuou no segundo estagio. O desenvolvimento da contagem

de leveduras foi limitado pelo pH (Meuser et al., 1995).

Meuser et al. (1995) concluiram que quando os fermentos naturais sao secos sob
condigdes favoraveis e controladas, o fermento seco pode ser reativado e usado como
“starter” na producao de outros fermentos ja que eles contém bactérias lacticas capazes de
serem revitalizadas. E possivel usar mais de um tipo de método de secagem (ar quente e
liofilizagao). O ponto importante da secagem ¢ permitir que parte da populacao de bactérias
lacticas passe da transi¢ao do estado ativo para latente. Algumas espécies da microflora da
farinha podem se desenvolver dependendo das condigdes de fermentagdo, uma fermentagao
espontanea pode ocorrer e danificar o fermento. Isto pode ser evitado se as bactérias
lacticas reativadas dominarem rapidamente o desenvolvimento da microflora da massa.
Estas condi¢des sao normalmente satisfeitas quando a contagem total de bactérias lacticas €

100 vezes maior que a microflora presente na farinha usada na reativacao.
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A atividade das bactérias lacticas depende do seu estado latente e das condigdes o nas
quais a revitalizacdo acontece. Afim de criar condigdes adequadas para a revitalizagdo das
baterias, uma propor¢ao de uma parte de fermento seco para nove partes de farinha ¢
recomendavel, com uma alta temperatura de fermentacao nas primeiras 24 horas (40°C)
para inibir o desenvolvimento de microorganismos que causam putrefacdo (Meuser et al.,

1995).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAS-PRIMAS

3.1.1. Farinha de Trigo

A farinha utilizada no fermento natural, na reativacdo do fermento seco e nos testes
de aplicagdo foi fornecida pelo Moinho Pacifico. Caracteristicas da farinha: umidade

maxima de 15%, teor de cinzas entre 0,35 e 0,45% e teor de gluten de 8 a 10%.

3.1.1.1.Analises da Farinha
e Umidade: foi determinada em estufa a 105 °C por 5 horas, seguindo o método

6.1.1 das Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz — Volume 1 (1985).

e Teor de cinzas: foi calculado apds calcinacao das amostras em mufla de 550 a
570°C até as cinzas terem ficado brancas ou ligeiramente acinzentadas e com
peso constante segundo o procedimento do método 4.8 das Normas Analiticas

do Instituto Adolfo Lutz — Volume 1 (1985).

e Teor de gluten: O método utilizado foi 6.1.5 das Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz — Volume 1 (1985) e se baseia na insolubilidade do

gliten na agua e na propriedade de se aglomerar formando uma massa..
3.1.2. Outros Ingredientes

Segue abaixo os ingredientes que foram utilizados nas etapas de: desenvolvimento do
fermento, fabricacdo do panetone, preparagdo do fermento para secagem e reidratacdo do

fermento seco.

e Acido ascorbico — fornecido C.R. Roeper CMBH (Alemanha).

e Acucar cristal- fornecido pela CIA Energia Santa Elisa.

e Acucar mascavo — fornecido pela Pro-vida Alimentos Naturais e Integrais.

¢ Antimofo Comspray — fornecido pela Quality Foods. Principio ativo: sorbato de
potassio.

e Batata tipo inglesa — adquirida no comércio local.
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Beta-caroteno — fornecido pela Roche.

Caldo de cana-de-acucar fresco — adquirido no comércio local.
Esséncia de panetone — fornecida pela Quest Internacional.
Estearoil-2-lactil lactato de célcio — fornecido pela Purac Sinteses.
Fruta cristalizada — adquirida no comércio local.

Gemas frescas — adquirida no comércio local.

Gluten — fornecido pela C.R. Roeper CMBH (Alemanha).

Goma guar — fornecida pela Saporiti do Brasil.

Gordura vegetal hidrogenada — fornecida pela Tridngulo Alimentos Ltda.
logurte natural — marca Nestlé.

Leite em po integral — fornecido pela La Serenissima.

Maga tipo Fuji — adquirida no comércio local.

Monooleato de sorbitana — fornecido pela Nicron Quimica Ltda.
Propionato de célcio — fornecido pela Nicron Quimica Ltda.

Sal refinado iodado — fornecido pela Romani S/A Ind. Com.
Sorbitol — fornecido pela Quality Foods.

Uva passa — adquirida no comércio local.
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3.2. EQUIPAMENTOS

e Amassadeira de paes de 2 velocidade Kon Zeelandia.

e Analisador de textura TAXT2 (Texture Tecnologie Corp. Scarsdale NY / Surrey
Stable Microsystems, SMS, Godalining, Surrey, UK).

e Autoclave Horizontal Lutz Fernando 39204 capacidade 150 L.

e Estufa para umidade Controlador Modelo A-LT da Fanem.

e Extrusora TECNOPAST tipo BF 6 de Piramide Alimentos — Quality Foods.

e Homogeneizador de laboratdério Stomaker 400.

e Estufa de cultura bord CONSUL NOVA TECNICA NT 705 (temperatura de 10 a
50°C).

e Phmétro B374 da Micronal

e Secador de bandejas (Proctor & Schwartz / Inc / Philadelphia, PA, USA).

e Spray Drier Niro Atomizer / capacidade de secagem 2 Kg dgua por hora.

e Fatiadeira — marca Almac.

3.3. REAGENTES

e Nutriente de fermento: cloreto de amodnio, carbonato de calcio e sulfato de calcio.

e Analises microbioldgicas: agua peptonada (0,1%), meio de cultura Agar Dicloran

Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC) da Difco e APT Agar da Difco.
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3.4 ETAPAS DO DESENVOLVIMENTO DA DISSERTACAO
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FIGURA 4 - Etapas do Desenvolvimento da Tese
A Figura 4 mostra a seqiiéncia cronologica das atividades realizadas neste trabalho.
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3.5. DESENVOLVIMENTO DO FERMENTO NATURAL

O desenvolvimento do fermento natural consistiu na preparacao de trés fermentos
naturais ¢ no acompanhamento do seu desempenho na fabricagdo de panetones. Segue
abaixo os fermentos testados:

e Fermento obtido a partir de batata (tipo inglesa) e iogurte natural (ANEXO 2)
e Fermento obtido a partir de caldo de cana de agiicar (ANEXO 3)

e Fermento obtido a partir de maga (tipo Fuji) e acticar mascavo (ANEXO 4)

3.6. PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA SECAGEM

3.6.1. Secagem em “Spray Drier”

O fermento foi diluido em agua em diferentes porcentagens para a determinacao da
vazdo (de 18,4 a 26% de solidos). A pressdo de atomizagio foi de 3,85 Kg/em®. A
temperatura de entrada variou ente 200 a 250°C e a de saida de 55 a 62°C. O tempo de

residéncia da amostra no equipamento foi de 2 a 4 segundos.
3.6.2. Secagem em Secador de bandejas com ar forcado

O fermento natural foi misturado com farinha de trigo para obter a consisténcia e a

umidade (maximo 30%) necessarias para o produto passar pela extrusora de macarrao.

O preparo dos fermentos tiveram inicio aproximadamente 24 horas antes da secagem.
O fermento foi misturado com &agua, farinha, sorbitol, sacarose e goma guar (apenas nos
testes finais). Antes do inicio da secagem o produto foi extrudado em extrusora de
macarrao numa taxa de compressao 1:1 com uma matriz de didmetro de 0,8 mm e

comprimento de aproximadamente 1 a 2 cm.

3.7. EXPERIMENTOS DE SECAGEM DO FERMENTO NATURAL

3.7.1 Testes Iniciais

3.7.1.1 Spray Drier
e Equipamento Niro Atomizer
Capacidade de secagem 2 Kg agua / hora
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Mandmetro do atomizador — 3,85 Kg/cm?2

Tempo de residéncia —2 a 4s

e Preparacgdo do fermento para secagem do Teste 1
40% de agua
60% de fermento (com média de 57% de umidade)

% de so6lido da mistura — aproximadamente 26%

e Preparacgdo do fermento para secagem do Teste 2
Diluigao 1
40% de agua / 60% de fermento (com média de 57% de umidade)
% de solidos da mistura — aproximadamente 26%
Diluicao 2
57,15% de agua / 42,85% de fermento

% de solidos da mistura — aproximadamente 18,43%

3.7.1.2 Secador de bandejas com ar forc¢ado.

O processo de secagem foi determinado pela sua umidade final. O intervalo de
umidade foi de 12 a 15%. A bandeja de tela (dimensdo: 73 X 48 cm) foi forrada com papel
manteiga e foi colocado 1.200 g de fermento extrudado em cada uma. A temperatura de
secagem foi 40°C com uma variagdo maxima de + 3°C. A velocidade do ar pode ser
controlada apenas pelas aberturas laterais do equipamento e a temperatura foi controlada

por duas resisténcias.
3.7.2. Otimizacao da secagem

Para a otimizacdo o processo de secagem foi aplicado um planejamento experimental
completo 2°. Através do planejamento foi possivel estudar os efeitos da temperatura (°C),
do sorbitol (%) e da sacarose (%) (Tabela 4). As variaveis foram estabelecidas com trés
niveis codificadas trés niveis como —1, 0 e +1 e dois niveis de variaveis axiais codificadas
como -a e +o.. O valor de o ¢ fungdo do niimero de varidveis independentes K, sendo

definida pela seguinte equacao:

48



a=(29"=2H*=1,682 (1)

TABELA 4 - Niveis das variaveis independentes do Planejamento Experimental

Variaveis - 1,682 -1 0 +1 +1,682
T —Temperatura (°C)  18,55°C 24°C 32°C 40°C 45,45°C
SR - Sorbitol (%) 0% 2% 6% 10 % 12,73%
SA - Sacarose (%) 0% 1% 3% 5% 6,36

O planejamento teve também trés pontos centrais de nivel zero para a estimativa do

erro experimental e determinagao

do planejamento foi estabelecida

da precisdo da equagdo polinomial. A faixa de variacao

através de testes preliminares e dados de literatura. As

variaveis resposta foram: o tempo de secagem, a contagem das células viaveis de leveduras

e de bactérias lacticas (Tabela 5).

TABELA 5 — Variaveis do Planejamento Experimental 2°

Variaveis Independentes

Variaveis dependentes (respostas)

Temperatura de Secagem (T)
% de Sorbitol (SR)
% de Sacarose (SA)

Tempo de Secagem (TS)
Contagem de células Viaveis de Leveduras (CL)

Contagem de células Vidveis de Bactérias Lacticas (CB)

TABELA 6- Delineamento Experimental

Exper. TP SR SA
NO
1 1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 1 1 -1
4 +1 1 -1
5 1 1 1
6 +1 -1 +1
7 1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0
12 -1,682 0 0
13 +1,682 0 0
14 0 -1,682 0
15 0 +1,682 0
16 0 0 -1,682
17 0 0 +1,682




3.7.3. Variaveis dependentes

As variaveis dependentes (Tabela 5) ou também chamadas varidveis resposta
definidas no planejamento foram: tempo de secagem (TS), contagem de células viaveis de

bactérias lacticas (CB) e contagem de células vidveis de leveduras (CL).

3.7.3.1. Determinacio do Tempo de Secagem

O tempo de secagem foi definido através da umidade final do fermento seco. A
defini¢ao da umidade final desejada se baseou no estudo de Bayrock e Ingledew (1997) e
na umidade média do ingrediente predominante, neste caso a farinha de trigo. O trabalho
em questdo mostrou que a sobrevivéncia de leveduras durante uma secagem teve o declinio
acentuado quando a umidade atingiu valores abaixo de 15%. O uso de uma umidade acima
de 15% poderia afetar a estabilidade do fermento seco, pois a farinha de trigo - matéria-
prima predominante — tem uma média de umidade entre 12 a 15%. Foi definido que a faixa
de umidade final deveria ficar entre 12 a 15%. A resposta do tempo de secagem para cada
teste foi definida através de testes de umidade das amostras de fermento que foram

coletadas do secador de 30 em 30 minutos.

A analise da umidade das amostras foi realizada em duplicada em estufa a 150°C por

3 horas.

3.7.3.2. Determinaciao da Contagem de Células Viaveis das Bactérias Lacticas

Para a contagem de cé¢lulas viaveis foi utilizado 25 g de fermento seco. O fermento
foi homogeneizado em 225 ML de agua peptonada durante 30 segundos. Todas as analises
foram feitas com cinco dilui¢des (107" a 107°) e o intervalo entre a homogeneizagdo e a
preparagao das dilui¢cdes nao ultrapassou 3 minutos. Inoculou-se 1ML de cada dilui¢do em
placas de petri estéreis vazias, adicionando, em seguida, o meio de cultura APT agar. As
placas foram incubadas invertidas a 30°C em atmosfera microaerdfila por 72 horas. As
colonias desenvolvidas foram contadas e analisadas em exame microscopico por coloragdo
de Gram para confirmagdo. O resultado obtido foi expresso em unidades formadoras de

colonias por grama de fermento (U.F.C./g)

50



3.7.3.3. Determinacio da Contagem de Células Viaveis das Leveduras

Para a contagem de células vidveis das leveduras foi utilizado 25 g de fermento seco.
O fermento foi homogeneizado em 225 ml de agua peptonada durante 30 segundos. Todas
as andlises foram feitas com cinco diluicdes (10" a 10°) e o intervalo entre a
homogeneizagdo e a preparacao das diluicdes ndo ultrapassou 3 minutos. Inoculou-se 0,1ml
de cada diluicdo em placas de petri previamenter preparadas com meio de cultura rosa de
bengala cloranfenicol (DRBC). As placas foram incubadas a 25°C por 5 dias. As colonias
desenvolvidas foram contadas e multiplicadas por 10. O resultado obtido foi expresso em

unidades formadoras de colonias por grama de fermento (U.F.C./g).

3.8. APLICACOES DO FERMENTO SECO
3.8.1. Reidratacao do fermento seco
O processo de reidratacao foi baseado na formula de fermento liquido de El Dash et

al. (1982) e adicionado de leite em poé em diferentes concentracdoes. A andlise do

crescimento dos microorganismos foi feita com 12, 24 e 30 horas de fermentacao.
3.8.2. Defini¢cao do processo de produciao de Panetone

Apds a definicdo do melhor fermento seco, iniciaram-se os testes para definir o
melhor processo de fabricagdo. Os testes tiveram variagdes na dosagem do fermento, na
receita e no processo. A Figura 5 mostra o processo utilizado na fabricagdo dos panetone

deste trabalho.
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1° Refresco

2:30 h em estufa a
32°C

A

2° Refresco

2:30 h em estufa
a 32°C

A

3° Refresco

2:30 h em estufa a
32°C

v
1° Empasto

Misturar os
ingredientes e
deixar fermentar
por aprox. 6 h a
26-28°C.

A

2° Empasto

Misturar e dividiir
a massaem
pedagos de 550 g
e bolear. Deixar
fermentar por
aprox. mais6a7
h em estufa a
32°C.

v

Forneamento

180°C por aprox.
40 min.

A

Embalagem

3 a4 horas apos o
forneamento

60 g de farinha de trigo
60 g de fermento natural
33 g de agua

1° refresco
153 g de farinha de trigo
85 g de agua

2° refresco
390 g de farinha de trigo
215 g de agua

400 g de massa do 3° refresco
270 g de agua

100 g de gemas

740 g de farinha de trigo

154 g de sacarose

135 g de gordurar vegetal

3,2 esséncia de panetone

3,15 de monooleato de sorbitana
3 g de estearoi 2-lactil lactato de calcio
1,5 g de propionato de calcio
0,06 g de acido ascoérbico

0,03 g de leite em pd

0,01 g beta caroteno

Massa do 1° empasto

210 g de farinha de trigo

6 g de sal

140 g de sacarose

45 g de gordura vegetal

1 g de esséncia de panetone

1 g de monooleato de sorbitana
1 g de estearoil 2-lactil lactato de calcio
0,5 g de propionato de calcio
0,02 de &cido ascoérbico

0,01 de leite em po6

20 g de gemas

150 g de agua

500 g de fruta cristalizada

380 g de uva passa

FIGURA 5 - Fluxograma do processo de fabricacio do Panetone

3.8.3. Comparacio da performance dos Panetones

Depois da defini¢ao do processo de producao do panetone feito com fermento natural
seco, foi realizada a produ¢ao dos panetones feitos com fermento natural fresco (padrao) e
fermento natural seco. Apos a fabricagdo, os panetones foram analisados e comparados

visualmente e sensorialmente.
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3.8.3.1 Score Técnico

Com o objetivo de pontuar o panetones do ponto de vista técnico, foi utilizado um
modelo modificado de pontuacao baseado em El-Dash et al. (1982) para pao. Os valores
maximos dos pesos de algumas varidveis foram alterados para a obten¢do uma maior
adequacdo na analise do panetone (Tabela 7). A cor da crosta que tinha peso 10 passou a ter
peso 5, pois a cor da crosta ¢ menos importante no panetone do que em pao francés; a
estrutura do miolo (fibrosidade) teve um aumento de peso de 10 para 15 e o aroma passou
de peso 15 para 20 pois estas duas ultimas caracteristicas sdo as que mais caracterizam o
produto em questdo. A avalia¢do foi realizada por uma equipe sensorial de 6 provadores
previamente treinados com os padrdes de valor minimo e maximo de cada caracteristica

analisada.

TABELA 7 — Score Técnico para analise de amostras de Panetone

Caracteristicas Externas Valor Maximo

1 — Volume (volume especifico X 3,33) 20

2 — Cor da crosta (fatores indesejaveis: ndo uniforme, muito clara, 5

muito escura)

Caracteristicas Internas Valor Maximo

1 — Caracteristicas da Crosta (fatores indesejaveis: borrachenta, 5

quebradica, muito grossa, muito fina)

2 — Cor do miolo (fatores indesejaveis: muito branco ou muito marrom) 10
3 — Estrutura do miolo ( fibrosidade) 15
4 — Umidade do miolo (fatores indesejaveis: muito seco) 10

Aroma e Gosto

Valor Maximo

Aroma (fatores indesejaveis: falta de aroma, aroma desagradavel, 20
estranho)

Gosto (fatores indesejaveis: muito acido, estranho) 15
Contagem Total 100

3.8.3.2 Analise da Maciez

Para a quantificacdo e compara¢ao da maciez do panetone com fermento seco em
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relacdo ao padriao, eles foram avaliados em texturOmetro durante 70 dias. ApoOs a




fabricacdo, os panetones foram avaliados no primeiro dia e na seqiiéncia de 10 em 10 dias

até ter completado 80 dias da data de fabricagao.

O procedimento adotado foi semelhante ao de medi¢do de maciez de pao de forma.
As formas de papel do panetone foram retiradas e o panetone foi fatiado em fatiadeira
como pao de forma no sentido transversal. Para medicdo foram utilizadas duas fatias (4° e

5° de baixo para cima).

TABELA 8. Parametros utilizados na medicao

Parametros Dados
“Probe” P35
“Pré-speed” 2,0 mm/s
“Speed” 1,0 mm/s
“Post-speed” 10,0 mm/s
Distancia 9,4 mm
Distancia “probe” 400 mm

3.8.3.3 Determinacio do pH do miolo

A leitura do pH foi realizada 7 dias apos a fabricacdo. Para a medi¢do, misturou-se
15 g do miolo do panetone (sem frutas e uvas passas) com 85 g de agua e peneirou-se a

mistura.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Desenvolvimento do fermento natural

As receitas de fermento natural foram preparadas e os testes tiveram inicio duas
semanas apods sua preparagdo. No teste inicial dos fermentos, o de caldo de cana de agucar e
o de ma¢a com agucar mascavo ndo tiveram um crescimento desejavel e o fermento de

batata e iogurte atingiu um bom crescimento, mas ainda nao o desejavel.

Na terceira semana, os trés fermentos ja estavam mais fortes, porém o melhor tempo

de fermentagao foi do fermento de batata e iogurte.

Os critérios avaliados no fermento foram: tempo de fermentagdo (for¢a do fermento),
sabor ¢ aroma do panetone. Como o fermento de batata e iogurte teve o melhor
desempenho (ANEXO 2), ele foi o escolhido para ser utilizado na proxima etapa do
trabalho. Apos a selecdo do fermento natural, foi avaliada a formulagdo da receita do

panetone para se atingir boa maciez, sabor e crescimento.

4.2. EXPERIMENTOS DE SECAGEM DO FERMENTO NATURAL

4.2.1.Testes Iniciais

4.2.1.1. “Spray Drier”

Seguem abaixo o resultados dos testes iniciais em equipamento “Spray drier’:
e Resultados do Ensaio 1

Depois de 20 minutos de funcionamento, a bomba parou de puxar o produto. A bomba
esquentou muito e acabou acelerando a formacdo de gases do fermento e a solucdo

comegou a espumar.

Com a quantidade de amostra que se obteve, foi possivel apenas calcular a umidade e
analise microbiolégica. Coletou-se 2 amostras: uma que saiu do spray e uma que ficou

grudada na parede da camara de secagem.

e Resultados do Ensaio 2
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1° Tentativa — diluicdo 1 numa vazdo de 1,715 Kg / h numa mangueira de 2mm para
bombear no bico atomizador. A mistura estava muito viscosa para passar pela mangueira.

2° Tentativa — diluicdo 1 numa vazao de 2,24 Kg/ h e a mangueira fina foi substituida
por uma mangueira de 7mm. A vazao e a viscosidade ficaram muito altas e a mistura
comegou acumular na parede do spray.

3° Tentativa — dilui¢do 2 numa vazao inferior a anterior (2 Kg / h) na mesma mangueira
grossa. Apds um tempo o produto comegou acumular nas paredes como na tentativa
anterior.

4° Tentativa — dilui¢do 2 numa vazdo de 1,63 Kg / h numa mangueira de diametro
intermediario (5 mm de didmetro interno). O produto secou de forma satisfatoria. Média:

4,6 g de fermento em p6 / minuto.

TABELA 9 — Resultado de umidade e analise microbiolégica das amostras de
fermento em po

Ensaio | Amostra | Umidade (%) | Contagem de Bolores e Contagem Bactérias
Leveduras (UFC/G) Lacticas (UFC/G)
1 1 7,8 54.10° 2,0.10°
1 2 6,7 6,1.10° 1,4.10°
2 3 7,76 1,4.10° 9,9.10°

Constatou-se que no decorrer da secagem, o amido da composi¢do do fermento
comegou a gelatinizar no disco rotativo atomizador deixando a mistura de fermento e agua
altamente viscosa, atrapalhando a sua secagem. Durante a secagem formou-se uma camada
espessa de fermento incrustada na parede do equipamento que ndo secou durante a

atomizagao.

No trabalho de Bayrock e Ingledew (2001), a contagem de células viaveis de
leveduras apds uma secagem foi extremamente afetada por umidades abaixo de 15%.
Apesar da referéncia de Bayrock e Ingledew, neste trabalho a umidade final desejada

inferior a 12-15%, pois utilizou-se a faixa de umidade estavel da farinha de trigo.
4.2.1.2. Secador de ar for¢cado

e Preparagdo da amostra :
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Em uma amostra de fermento foi adicionado 18% de farinha de trigo e em outra, 18%
de farinha mais 3% de sorbitol. O objetivo do uso de sorbitol foi verificar sua acdo
protetora durante a secagem conforme mostrou Abadias ef al. (2001) na liofilizagdo de
Candida sake em que 1%, 3% e 10% sorbitol tiveram respectivamente a sobrevivéncia em

0,6%, 2,6% e 13%.

e Secagem

O tempo de secagem para as duas amostras foi de 2:30 hs. Segue a baixo os
resultados de sobrevivéncia dos microorganismos durante a secagem. O preparo dos
fermentos tiveram inicio aproximadamente 24 horas antes da secagem. O fermento foi
misturado com agua, farinha, sorbitol, sacarose e goma guar (apenas nos testes finais).
Antes do inicio da secagem o produto foi extrudado em extrusora de macarrdo numa taxa
de compressdo 1:1 com uma matriz de didmetro de 0,8 mm e comprimento de

aproximadamente 1 a 2 cm.

TABELA 10 — Sobrevivéncia dos microorganismos durante a secagem em secador de

ar forcado
Etapa do Processo Contagem de Contagem de Propor¢ao Bac. Umidade (%)*
Bac. Lacticas Leveduras Lactica:Lev.
(UFC/g) (UFC/g)
Fermento natural fresco 1,3.10 3,1.10 0,42 57
Fermento natural + farinha de 3,3. 10° 2,2. 107 0,15 32,6
trigo (antes extrusao)
Mistura de fermento natural + 7,1.107 7,6. 10° 9,34 323
farinha (depois extrusao)
Mistura de fermento natural + 9,4.107 1,5. 10° 62,60 32,3
farinha + sorbitol (depois
extruso)
Fermento sem sorbitol apds 8,8.10° 2,4.10° 0,04 16,2
secagem
Fermento com sorbitol apos <10* 9,0.10° 0,01 15,90
secagem

(*) valores obtidos em duplicata.
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As andlises microbioldgicas mostraram que ¢ possivel obter resultados tdo bons
quantos os obtidos na secagem em spray num processo mais simples. O sorbitol teve um
efeito protetor na sobrevivéncia dos microorganismos durante o processo de secagem. As
bactérias tiveram uma sobrevivéncia 13,6% superior em comparacdo a amostra sem sorbitol
e as leveduras tiveram um acréscimo de 275% na sobrevivéncia. O tempo de secagem nao
foi suficiente para as amostras atingirem uma umidade abaixo de 15%, seria necessario pelo

menos mais 30 a 60 minutos de secagem.

Durante todo o processo notou-se que a proporcao bactérias lacticas:leveduras variou
bastante. Martinez-Anaya et al. (1990), Gobbetti (1998) e Gobbetti et al. (1994) mostraram
que a propor¢do entre as bactérias e leveduras influenciam nas suas interagdes e por
conseqiiéncia podem alterar as caracteristicas finais do pdo como aroma, gosto, maciez,

dentre outros.

Sobrevivéncia das Bactérias Lacticas (log)

9.00
8.00 -
7.00 -
6.00 -
5.00 -
4.00 -
3.00 -
2.00 -
1.00 -
0.00 - ‘ ‘

Fermento Fresco Extrudado Extrudado

Fresco com Seco
farinha

HEFermento sem sorbitol
B Fermento com sorbitol

FIGURA 6 — Grifico da sobrevivéncia das Bactérias Lacticas durante o processo de
secagem.
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8.00

Sobrevivéncia das Leveduras (log)

7.00
6.00
5.00 -
4.00 -
3.00 -
2.00 -
1.00 -

0.00 -

Fermento
Fresco

Fresco com
farinha

Extrudado

Extrudado
Seco

HFermento sem
sorbitol

B Fermento com
sorbitol

FIGURA 7 — Grafico da sobrevivéncia das Leveduras durante o processo de secagem

Para a montagem do planejamento experimental utilizou-se a sacarose como mais um
agente protetor. O trabalho de Abadias et al. (2001) estudou a acdo de varios agentes

protetores durante a liofilizacdo Candida sake. A sacarose em uma dosagem de 10%

proporcionou um aumento de 12.5% na sua sobrevivéncia.

4.2.2. Planejamento Experimental

4.2.2.1 Preparacao das Amostras

As amostras foram preparadas um dia antes da secagem. Todos os testes foram

adicionados de 165% de farinha de trigo e 40% de dgua sobre o fermento fresco. O sorbitol

e a sacarose tiveram suas dosagens variando conforme o planejamento montado.
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4.2.2.2. Analise do Tempo de Secagem

TABELA 11 — Resultados das Umidades e do Tempo de Secagem obtidas nos

experimentos do planejamento.

Ensaio | Temperatura °C Umidade (%) Tempo Secagem
(h)
1 24 13,22 7:00
2 40 13,31 3:30
3 24 14,52 7:30
4 40 13,35 3:30
5 24 14,09 7:30
6 40 13,16 3:30
7 24 15,00 7:30
8 40 12,87 2:30
9 32 13,80 5:30
10 32 14,98 5:30
11 32 13,39 5:30
12 18,5 14,00 10:00
13 454 13,13 2:30
14 32 12,75 4:30
15 32 13,30 5:00
16 32 13,37 5:00
17 32 12,84 4:30

(*) valores de umidade obtidos em duplicata.
A Tabela 11 apresenta as umidades obtidas para cada ensaio do planejamento ¢ a
variavel resposta “Tempo de secagem”. As maiores temperaturas de secagem resultaram

em menores tempos de secagem.
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TABELA 12 - Coeficientes de Regressao para Tempo de Secagem (TS)

Fatores Coeficientes de Erro Padriao t(7) p
Regressao (residual)

Média 5,50%* 0,12 44,92 0,0000
Temperatura (L) -2,13% 0,06 -37,11 0,0000
Temperatura (Q) 0,28* 0,06 4,47 0,0029

Sorbitol (L) 0,025 0,06 0,43 0,6770
Sorbitol (Q) -0,25* 0,06 -3,92 0,0057
Sacarose (L) -0,01 0,06 -1,71 0,1311
Sacarose (Q) -0,25%* 0,06 -3,92 0,0057
Temp (L) X Sorb (L) -0,19* 0,08 -2,50 0,0411
Temp (L) X Sac (L) -0,19%* 0,08 -2,50 0,0411
Sorb (L) X Sac (L) -0,19* 0,08 -2,50 0,0411

Obs: valores estatisticamente significativos a 90% de confianga (p< 0,10).

Os fatores sorbitol (L) e sacarose (L) ndo foram significativos a 90% de confianca

(Tabela 12).

TABELA 13 - Coeficientes de Regressao ajustados para Tempo de Secagem (TS)

Fatores Coeficientes de Erro Padrao t(9) P
Regressao (residual)

Média 5,50 0,13 42,38 0,0000
Temperatura (L) -2,13 0,06 -35,01 0,0000
Temperatura (Q) 0,28 0,07 4,21 0,0023

Sorbitol (Q) -0,25 0,07 -3,70 0,0050
Sacarose (Q) -0,25 0,07 -3,70 0,0050
Temp (L) X Sorb (L) -0,19 0,08 -2,36 0,0428
Temp (L) X Sac (L) -0,19 0,08 -2,36 0,0428
Sorb (L) X Sac (L) -0,19 0,08 -2,36 0,0428

Obs: valores estatisticamente significativos a 90% de confianga (p< 0,10).

Os fatores nao significativos foram ignorados e os coeficientes de regressao foram

ajustados para o Tempo de secagem (Tabela 13).
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TABELA 14 — Tabela ANOVA para o Tempo de Secagem (TS)

Fonte de Soma Graus de Média F tabelado (0.90;
. L. . L. F calculado

Variacao quadratica  liberdade  quadratica 75 9)
Regressao 66,0 7 9,4 184 2,51
Residuos 0,46 9 0,05

Falta de ajuste 0,46 7

Erro puro 0,00 2

TOTAL 66,5 16

% variagdo explicada (R%) = 0,99314

A Tabela 14 (ANOVA) mostrou que o valor de Fycyado foi 184, isto ¢, 73,3 vezes
maior que o valor de Fipeado, indicando que o modelo obtido ¢ estatisticamente
significativo e preditivo para as secagens testadas. Desta forma, o tempo de secagem pode

ser estimado em fun¢do da temperatura de secagem, do sorbitol e da sacarose.

TABELA 15 — Tempo de Secagem Real X Tempo de Secagem Preditivo

N° Exp Tempo de TS Preditivo Desvio TS Preditivo Desvio (mod.
Secagem Real (mod. cod.) (mod. cod) (mod. real) real)
1 7,50 6,81 2,71 7,20 -2,87
2 3,50 3,37 3,71 3,73 -6,71
3 7,50 7,57 -0,93 7,77 -3,58
4 3,50 3,37 3,71 3,41 2,66
5 7,50 7,57 -0,93 7,73 -1,32
6 3,50 3,37 3,71 3,85 -9,91
7 7,50 7,57 -0,93 7,60 -3,13
8 2,50 2,61 -4,40 2,81 -12,60
9 5,50 5,50 0,000 5,19 5,55
10 5,50 5,50 0,000 5,19 5,55
11 5,50 5,50 0,000 5,19 5,55
12 10,00 9,81 1,76 9,72 2,78
13 2,50 2,76 -10,41 2,76 -10,32
14 4,50 4,79 -6,51 4,76 -5,84
15 5,00 4,79 4,14 4,84 3,16
16 5,00 4,79 4,15 5,19 -3,89
17 4,50 4,79 -6,509 5,16 -14,62
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A Tabela 15 mostrou que os maiores desvios foram identificados nos menores tempos
de secagem, por serem valores menores, o valor do desvio ¢ mais evidente mesmo com
variagdes pequenas. O desvio médio do modelo codificado foi 3,21% e com o modelo real
foi de 5,88%. Para o calculo da regressdo com os valores reais foram utilizados os fatores

significativos da regressdo codificada.

Equagdo com os valores codificados:
TS=5,5-2,1*¥T+0,28*T%-0,25*SR2-0,25%SA2-0,19*T*SR-0,19*T*SA- 0,19*SR*AS (2)
Equagao com os valores reais:

TS=22,86-090*T+0,011*T2-0,014*SR2-0,087*SA2-0,0033*T*SR-0,014*T*SA-
0,021*SR*AS (3)

A partir deste modelo foi possivel obter a superficie de resposta que permite
visualizar a melhores condi¢des de temperatura de secagem (T), porcentagens de sorbitol

(SR) e sacarose (SA).

Valores Observados X Valores Preditivos
Tempo de Secagem
11

10

Valores preditivos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Valores observados

FIGURA 8 — Tempo de Secagem observado (h) X Tempo Preditivo
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FIGURA 9 — Efeito da Temperatura de Secagem e o Sorbitol no Tempo de Secagem
do fermento

Pela andlise da Figura 9 observa-se que o Tempo de Secagem (TS) ¢ regido
basicamente pela temperatura de secagem. A variagdo de dosagem do sorbitol ndo

influenciou no tempo de secagem. Quanto maior a temperatura, menor foi o tempo de
secagem.
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FIGURA 10 — Efeito da Temperatura de Secagem e a Sacarose no Tempo de Secagem
do fermento

A Figura 10 mostra que da mesma forma que o sorbitol, a sacarose ndo influenciou

no tempo de secagem do fermento.
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FIGURA 11 - Efeito do Sorbitol e da Sacarose no Tempo de Secagem do fermento

A Figura 11 mostra que o tempo de secagem teve a tendéncia a ser menor nos valores
maximos de sorbitol e maximo e minimo de sacarose. E desejavel que o tempo de secagem
ndo seja alto, porém ¢ necessario avaliar os outros resultados de sobrevivéncia, pois o

sorbitol e sacarose podem estar fazendo o papel de agentes protetores durante a secagem.
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4.2.2.3. Analise da Contagem de Células Viaveis de Bactérias Lacticas

A Tabela 16 mostra que o ensaio 1 apresentou maior sobrevivéncia das bactérias
lacticas.

TABELA 16 — Resultados das Contagem de Bactérias Lacticas nos experimentos do

planejamento.
Ensaio | Temperatura °C Contagem B.L.
(UFC/g)
1 24 3,8.10°
2 40 <10
3 24 7,0.10°
4 40 1,0.10°'
5 24 3,0.10"
6 40 <10
7 24 1,3.10°
8 40 6,0.10°
9 32 <10
10 32 2,0.10'
11 32 <20
12 18,5 2,9.10°
13 454 5,0.10"
14 32 <10
15 32 <10
16 32 <10
17 32 1,4.10°

Os valores de contagem de bactérias lacticas foram apresentados como log para que

fosse possivel alcancar uma melhor linearidade dos valores.
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TABELA 17 — Coeficientes de Regressiao para Contagem de Bactérias Lacticas (CB)

Fatores Coeficientes de Erro Padrao t(2) p
Regressao (erro puro)

Média 3,25% 0,79 4,13 0,054
Temperatura (L) -2,23% 0,37 -6,01 0,0265
Temperatura (Q) 1,44% 0,41 3,53 0,0717

Sorbitol (L) 0,28 0,37 0,76 0,5241
Sorbitol (Q) 0,15 0,41 0,37 0,7452
Sacarose (L) 1,10% 0,37 2,98 0,0963
Sacarose (Q) 1,02* 0,41 2,52 0,1282
Temp (L) X Sorb (L) 1,12% 0,48 2,31 0,1475
Temp (L) X Sac (L) 0,75 0,48 1,55 0,2604
Sorb (L) X Sac (L) 0,91 0,48 1,87 0,2018

Obs: valores estatisticamente significativos a 85% de confianga (p< 0,15).
Os fatores sorbitol (L) e (Q), Temp(L) X Sac(L) e Sorb(L) X Sac (L) ndo foram
significativos a 85% de significincia (Tabela 17).

TABELA 18 — Coeficientes de Regressiao ajustados para Contagem de Bactérias
Lacticas (CB)

Fatores Coeficientes de Erro Padrao t(2) p
Regressao (erro puro)

Média 3,45 059 5,83 0,282
Temperatura (L) -2,23 0,37 -6,01 0,0265
Temperatura (Q) 1,39 0,39 3,58 0,0699

Sacarose (L) 1,10 0,37 2,98 0,0963
Sacarose (Q) 0,98 0,39 2,52 0,1280
Temp (L) X Sorb (L) 1,12 0,48 2,31 0,1475

Obs: valores estatisticamente significativos a 85% de confianga (p< 0,15).

De acordo com a andlise dos coeficientes, observa-se que a contagem de bactérias
lacticas ap6s a secagem foi influenciada significativamente pelos efeitos lineares e
quadraticos da temperatura (T e T?), pelos efeitos lineares e quadraticos da sacarose (SA e
SA?) e pelo efeito de interagdes entre temperatura vs sorbitol (TS.SR). Entretanto os efeitos
lineares e quadraticos do sorbitol (SR e SR?) e as intera¢des entre temperatura vs sacarose
(T.SA) e sacarose vs sorbitol (SA.SR) ndo tiveram influéncia a 85% de significancia

(Tabela 18).

68




TABELA 19 — Tabela ANOVA da Contagem de Bactérias Lacticas (CB)

Fonte de Soma Graus de Média F o F tabelado (0.85;
Variacio quadratica liberdade quadratica 5;11)
Regressao 124 5 24.8 5,3 2,15
Residuos 51,3 11 4.7
Falta de ajuste 47,6 9
Erro puro 3,7 2
TOTAL 175,3 16

% variagdo explicada (R*) = 0,707

coeficiente de correlacdo ( R) = 0,84

A Tabela 19 (ANOVA) mostrou que o valor de Feycuado foi 5,3, isto €, 2,5 vezes

maior que o valor de Fipelado,. Considerando que o modelo descreve a contagem de

microorganismos podemos concluir que o modelo obtido ¢ estatisticamente significativo

para as secagens testadas. Desta forma, a contagem de bactérias lacticas pode ser estimada

em funcdo da temperatura de secagem, do sorbitol e da sacarose.

TABELA 20 — Contagem de Bactérias Lacticas Real X Preditiva

N° Contagem de Contagem de Desvio (valor Contagem de Desvio (valor
Experimento Bactérias B. L. Preditivo codificado) B.L. real)
Lacticas Real (log) Preditivo (valor
(log) real)
1 10,545 8,070 23,473 7,274 38,33
2 10,309 10,270 0,378 9,554 10,53
3 8,854 5,830 34,152 7,274 19,17
4 9,473 3,030 15,230 9,554 4,26
5 2,303 1,370 40,502 2,570 2131
6 2,303 3,570 -55,043 4,850 -96,82
7 2,303 3,610 -56,780 2,570 -25,94
3 3,700 5,810 33,215 4,850 35,40
9 7,972 11,132 -39,629 10,358 -35,32
10 3,912 3,631 7,181 2,398 18,04
11 2,303 3,450 -49,832 2,926 1,85
12 2,303 3,450 49,832 2,926 58,16
13 2,303 4,372 -89,888 5,536 -94,25
14 7,244 80,72 -11,424 5,391 39,74
15 2,303 3,450 -49,832 2,926 -94,25
16 2,996 3,450 15,164 2,926 4931
17 4,942 3,450 30,185 2,926 9,49
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Os desvios foram relativamente grandes (Tabela 20), mas levando-se em
consideracdo de que é uma equacio de sobrevivéncia de microorganismos, o valor de R* de
0,70 ¢ um valor ainda aceitavel (desvio médio codificado = 35,40 e desvio médio valor real
= 37,83). Durante o desenvolvimento do trabalho foi verificado que a contagem inicial
antes da secagem apresenta variagdes, € por isso, ¢ mais conveniente utilizar o modelo para
estabelecer tendéncias e ndo para predizer os valores exatos de sobrevivéncia de bactérias

lacticas.

Modelo com os valores codificados:

Log CB=3,45-2,23*T+1,39*T*+1,1 *SA+0,98*SA2+1,12*T*SR (4)
Modelo com os valores reais:

Log CB=36,46-1,74*T+0,0225*T*-1,72*SA+0,40*SA2+0,0034*T*SR (5)

Valores Observados X Valores Preditivos
Contagem de Bacterias Lacticas
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FIGURA 12 — Contagem de Bactérias Lacticas observadas (log) X Preditivas
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CONTAGEM BACTERIAS LACTICAS (LOG)
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FIGURA 13 - Efeito da Temperatura de Secagem e o Sorbitol na Contagem de
Bactérias Lacticas

Pela analise da figura 13 se conclui que a sobrevivéncia das bactérias lacticas foi

influenciada exclusivamente pela temperatura de secagem. As maiores contagens foram
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obtidas com as menores temperaturas. Diferente do trabalho de Abadias et al. (2001) sobre
liofilizacdo de Candida sake, nesta situagdo o sorbitol ndo teve uma agdo protetora durante

a secagem e nao foi um fator significativo nos coeficientes de regressao.

CONTAGEM BACTERIAS LACTICAS (LOG)

Sacarose (%)

B above 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Temperatura de Secagem (C)
FIGURA 14 — Efeito da Temperatura de Secagem e a Sacarose na Contagem de Bactérias

Lacticas

A temperatura de secagem teve uma influéncia forte na sobrevivéncia nas bactérias
lacticas. A sacarose teve uma influéncia um pouco menor, mas a figura 14 mostra que em

dosagens acima de 5% a  sobrevivéncia  das  bactérias  aumenta.
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FIGURA 15 — Efeito da Sacarose e do Sorbitol na Contagem de Bactérias Lacticas

A figura 15 confirma as conclusdes dos dois graficos anteriores. O sorbitol ndo teve
influéncia na sobrevivéncia das bactérias lacticas e a sacarose acima de 5% mostra a

tendéncia de se alcangar um ponto 6timo de sobrevivéncia.
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4.2.2.4. Analise da Contagem de Células Viaveis de Leveduras
Os valores de contagem das leveduras foram tabulados com o valor do log para que

fosse possivel alcancar uma melhor linearidade dos valores.

TABELA 21 — Resultados das Contagem de Bactérias Lacticas nos experimentos do

planejamento.
Ensaio | Temperatura®C Contagem
Leveduras (UFC/g)

1 24 2,8.10°

2 40 <10

3 24 4,2.10°

4 40 <107

5 24 3,4.10°

6 40 <10°

7 24 7,0.10"

8 40 <10°

9 32 <10

10 32 <10

11 32 20

12 18,5 2,9.10°
13 45,4 50

14 32 <10°

15 32 <10
16 32 <10°
17 32 1,4.10°
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TABELA 22 — Coeficientes de Regressao para Contagem de Leveduras (CL)

Fatores Coeficientes de Erro Padrao t p
Regressao (erro puro)

Média 6,98%* 1,42% 4,90%* 0,0017*
Temperatura (L) -2,47* 0,67* 3,70% 0,0077*
Temperatura (Q) 0,66 0,73 0,90 0,3975

Sorbitol (L) -0,09 0,67 -0,13 0,9011
Sorbitol (Q) -0,36 0,73 -0,48 0,6420
Sacarose (L) -0,12 0,67 -0,17 0,8660
Sacarose (Q) -0,36 0,73 -0,48 0,6420
Temp (L) X Sorb (L) 0,15 0,87 0,17 0,8711
Temp (L) X Ac (L) 0,20 0,87 0,23 0,8255
Sorb (L) X Ac (L) 0,33 0,87 0,37 0,7187

(*)Valores estatisticamente significativos a 85% de confianga (p< 0,15).

O tUnico fator significativo na regressao foi a temperatura linear e média (Tabela 22).

TABELA 23 — Coeficientes de Regressao ajustados para Contagem de Leveduras (CL)

Fatores Coeficientes de Erro Padrao t p
Regressao (erro puro)
Média 6,94 0,47 14,90 0,0000
Temperatura (L) -2,47 0,52 -4,75 0,00026

Valores estatisticamente significativos a 85% de confianga (p< 0,15) / % variagdo explicada R? = 0,60

Como a maioria dos fatores do coeficientes de regressao do modelo ndo foram
significativos a 85% de significincia, o modelo ndo € preditivo, portanto pode-se apenas

fazer uma analise das tendéncias através dos efeitos.
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FIGURA 16 — Contagem de Leveduras observadas (log) X Preditivas

A sobrevivéncias das leveduras durante o processo de secagem foi determinada pela
temperatura de secagem. A sacarose € o sorbitol ndo tiveram influéncia no processo (Tabela

23).

4.2.2.5. Testes Complementares

Com o objetivo de melhorar a contagem final dos microorganismos no fermento seco,
foram fixadas as variaveis do planejamento experimental no melhor teste obtido (teste 1) e
planejamos mais testes; um variando a preparagdo da amostra (teste 18) e outro variando a

preparacdo da amostra e adicionando 1% de goma guar (teste 19).

A preparagao da amostra foi modificada com o objetivo de diminuir a diluicdo dos
microorganismos do fermento natural fresco antes de passar pela extrusora. Na preparacao

alterada, a amostra de fermento fresco comeca a ser manipulada 48 horas antes da secagem.
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O uso de uma goma teve o objetivo de diminuir o tempo de secagem do produto e
verificar uma possivel acdo protetora. Algumas macromoléculas podem microencapsular ou
imobilizar os microorganismos, deixando-os mais estdveis durante a secagem e a
estocagem (Champagne et al. 1996). Neste caso utilizamos a goma guar devido ao baixo
custo em relag@o a outras gomas disponiveis. Normalmente os hidrocoloides sdo utilizados

em pequenas quantidades (até 1%) pois aumentam significativamente a retengdo de adgua

(Collar et al. 1990).

TABELA 24 — Formulaciao da prepara¢iao das amostras

48 horas antes da 24 horas antes da secagem
secagem
Ingredientes (*) | Teste 18  Teste 19 Teste 1 Teste 18  Teste 19
Farinha de trigo 110 110 165 120 120
(%)

Agua (%) 47 47 40 47 47
Sorbitol (%) -- -- 6 2 2
Acucar (%) -- -- 3 1 1
Goma guar -- 1 -- -- 1

(*) porcentagem dos ingredientes sdo dadas sobre a quantidade de fermento fresco
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TABELA 25 — Comparacao da performance dos Testes Complementares X Teste 1

Fermento | Tempo de | Umidade Contagem de Bac. Contagem de Leveduras
Secagem final do Lacticas (UFC/g) (UFC/g)
(h) fermento
(%) Triplicata Média Triplicata Média

3,9.10° 3,0.10°

1 7,0* 13,65 3,2.10° 3,8.10*® 2,9.10° 2,8.10°
4,3.10* 2,5.10°
1,9.10° 1,5.10°

18 7,0* 13,96 2,8.10°* 2,5.10*® 2,2.10° 2,0.10°
2,8.10* 2,3.10°
4.4.10" 1,7.10°

19 7,0* 14,67 3,7.10° 3,6.10"® 2,0.10° 2,2.10°©
2,7.10* 2,9.10°

(*) as letras indicam se ha diferenca significativa a 95% de significancia nas médias.

A contagem microbiologica (Tabela 24) ndo apresentou diferenga significativa entre
os trés testes no Teste de Tukey a 95% de significancia. Sabendo que a etapa de reidratacao
tem grande influéncia no desempenho do fermento seco, a escolha do melhor teste foi

concluida na aplicagdo no panetones.

4.3. APLICACOES DO FERMENTO SECO

4.3.1 Reidratacao do Fermento Seco

Durante vérios testes preliminares foi detectado que mesmo tendo uma boa
sobrevivéncia dos microorganismos durante a secagem, a reidratagdo ¢ um ponto crucial

para que o fermento seja reativado.

Para a reidratacdo do fermento utilizou-se para inicio dos testes, a receita de fermento
liquido foi baseado na receita de El-Dash et al. (1982). Os fermentos utilizados nos testes
iniciais foram o nimero 1 do Planejamento experimental e o teste com goma guar (teste

19).
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TABELA 26 — Composi¢io do Fermento Liquido

INGREDIENTE QUANTIDADE (g) % SOBRE A FARINHA
Farinha de Trigo 500,0 100
Fermento seco 50,0 10
Sacarose 2,5 0,5
Nutriente de fermento 2,5 0,5
Agua 500,0 100

A receita foi alterada apenas na quantidade de fermento, pois o fermento utilizado ¢

diferente e mais diluido do que o fermento biologico (Tabela 26).

TABELA 27 — Composicdo do Nutriente de Fermento

INGREDIENTE PORCENTAGEM (%)
Cloreto de amonio 20,0
Carbonato de calcio 35,0
Sulfato de calcio 15,0
Farinha de trigo 20,0
Sal 10,0

A reidratacdo dos fermentos secos nao foi satisfatoria. A secagem pode ter causado
danos na membrana celular dos microorganismos, deixando-os mais sensiveis (Brennan et
al. 1986) e por isso, a reidratacdo ¢ uma etapa muito delicada por interagir com a
membrana dos microoganismos. Neste caso, podem ser usados compostos como sacarose €

leite em pd, que ajudam no recobrimento da membrana (Champagne et al. 1991).

Muitos trabalhos mostram que o leite em pd ¢ utilizado na reidratacdo de bactérias
que passaram por um processo de secagem. Acredita-se que as proteinas do leite formam
uma capa protetora nas células (Champagne et al. 1991) e que quando adicionado na
solucdo de reidratacdo, age como tamponante osmotico, regulando a entrada de 4gua nas
células (Valdez et al. 1985). O teste de reidratagdo com os dois fermentos (teste 1 e teste
com goma) foi repetido adicionando 1,5% de leite em po6. Abaixo, as contagens das

bactérias lacticas e leveduras durante a reidratacao do fermento.
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TABELA 28 — Proliferacio dos microorganismos durante a reidratacio

BACTERIAS CONTAGEM
) 12 HORAS 24 HORAS 30 HORAS
LACTICAS INICIAL
Teste Planejamento 2,80. 10° 9,90. 10°* 1,90. 10° 5,20. 10°
Teste com Goma Guar 6,80. 10° 5,80. 10° 2,90. 10° 3,90. 10°
CONTAGEM
LEVEDURAS 12 HORAS 24 HORAS 30 HORAS
INICIAL
Teste Planejamento 2,40. 10° 1,60. 10° 9,40. 10° 4,70. 10°
Teste com Goma Guar 1,10. 10° 1,80. 10° 2,30. 10° 1,10. 10’

FIGURA 17 — Crescimento das Bactérias Lacticas durante a reidratacio do fermento
seco

Contagem Bactérias Lacticas
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1.00E+03 ‘ ‘ ‘
Contagem 12 Horas 24 Horas 30 Horas
Inicial

A curva de proliferacdo das bactérias lacticas mostrou que a contagem inicial estava
entre 10° UFC/g, mesmo valor encontrado por Meuser ef al. (1995). Como o valor maximo
de contagem esperado era de 10" a 10® UFC/g (contagem do fermento natural fresco) néo
foi obtida com 30 horas de reidratagdo, estendendo-se o tempo de reidratagcdo para 36 horas

(figura 17).

As contagens de bactérias lacticas dos testes com e sem goma durante a reidratacao

foram préximos.
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FIGURA 18 — Crescimento das Leveduras durante a reidratacao do fermento
seco
Os dois testes partiram da contagem inicial de leveduras de 10* UFC/g (figura 18)

tiveram uma proliferagdo mais rapida do que das bactérias lacticas. Com 24 horas de
reativacdo, o teste com goma atingiu a contagem que as bactérias lacticas atingiram apenas
com 30 horas de reativacdo. Neste caso a goma guar ajudou na proliferagdo durante a

reidratacdo. Ap6s 30 horas o teste com goma atingiu 2,3 vezes mais leveduras que o teste 1.
4.3.2. Processo de fabricacao de Panetone

Os fermentos liquidos (teste 1, 18 e 19) passaram por 36 horas de reativacdo e na
sequéncia foram testados em dois processos de fabricagdo de panetone: processo sem

refresco (A) e processo com refrescos (B).
Processo A

1° Empasto (14 horas a 32° C) — 2° Empasto (os panetones 18 e 19 atingiram a
fermentacdo desejada em 7 horas a temperatura ambiente ¢ o panetone 1 em 15 horas—

25°C)
Processo B

1° Refresco (2:30 horas a 32°C) — 2° Refresco (2:30 horas a 32°C) — 3° Refresco (2:30
horas de 32°C) — 1° Empasto (6 horas a temperatura ambiente — 25°C) — 2° Empasto (0s
panetones 18 e 19 atingiram a fermentacdo em 6:30 horas a 32°C / o panetone 1 precisaria

de mais tempo de fermentagao).
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PROCESSO A PROCESSO B

1° Empasto 1° Refresco

2° Refresco

3° Refresco

1° Empasto
—[14 h 2° Empasto
2° Empasto
Forneamento
—[21 h
Forneamento
Resfriamento

Resfriamento

Embalagem

Embalagem

{25 h

FIGURA 19 — Processo do producio do Panetone

A receita do panetone foi a mesma utilizada na selecdo do fermento natural. O

fermento seco reidratado foi usado na mesma dosagem que o fermento natural.
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Os resultados obtidos que mostraram que a proliferacdo das bactérias lacticas e a
extensdo de sua performance metabodlica atinge a estabilidade melhor apos 3 refrescos. Os
panetones feitos com refresco tiveram um melhor desenvolvimento no forno e melhor

fibrosidade de miolo. Portanto, definiu-se que o processo B sera utilizado no trabalho.

Trés horas depois do forneamento, foi aplicado antimofo em sua superficie e

embalado em sacos de polipropileno. A estocagem foi feita em temperatura ambiente.

v

MANUTENGAO DIARIA DO
FERMENTO

n dias

A manutengéo do fermento
natural é uma etapa
repetitiva e deve ser diaria

Produgdo de Panetone
com Fermento Natural
Fresco

Produgdo de Panetone
com Fermento Natural
Seco

Reidratagao do
fermento por 36 h

Producéo \[ Oh Producéo

Embalagem Embalagem

\\\\[2sh

FIGURA 20 — Processo com Fermento Natural Fresco X Processo Fermento Natural
Seco

4.3.2.1. Analise do Panetone
Para conclusao do resultado dos testes complementares, os fermentos (1, 18 e 19)
foram aplicados na produgdo de panetone para a escolha do fermento a ser comparado com

o fermento fresco. Usamos o processo B (com refresco) e utilizamos o Método de
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comparagdo de médias de Tukey para a escolha do fermento seco. Durante a producao dos
panetones, verificou-se que a aplicacdo do fermento ¢ mais efetiva do que a andlise da
sobrevivéncia dos microorganismos. Na analise dos panetones avaliou-se o volume

especifico (cm’/g) e o pH.

TABELA 29 - Volume e pH dos panetones obtidos

EXPER. VOLUME MEDIA  DESVIO PH MEDIA  DESVIO
(cm’/g)

3,45 4,40

1 3,50 3,47 0,026 4,41 4,43° 0,043
3,46 4,48
3,67 4,53

18 3,58 3,58° 0,085 4,49 4,51° 0,02
3,50 4,51
3,50 4,59

19 3,50 3,49 0,011 4,55 4,57¢ 0,02
3,48 4,57

Obs: as letras indicam se ha diferenca significativa a 95% de significancia nas médias.

Apesar da contagem de microorganismos inicial ter sido semelhante, durante a
produg¢do dos panetones foi verificado que o teste 1 do Planejamento teve um
desenvolvimento inferior no forneamento. Os volumes nao tiveram diferenca significativa,
mas o teste 18 teve uma performance um pouco superior. Como os testes 18 e 19 nao
apresentaram diferenca decidiu-se utilizar os dois na comparagdo com o fermento natural
fresco. Através dos testes comparativos com o panetone com fermento natural fresco sera
possivel verificar as diferencas entre o fermento 18 e 19 e a possivel acdo da goma guar

(Tabela 29) .
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4.3.3. Score Técnico

Para as andlises de Score Técnico, pH e maciez foram produzidos 55 panetones de
cada teste avaliado (com fermento natural fresco - controle, com fermento natural seco e

com fermento natural seco com goma guar).

A equipe de provadores passou por dois treinamentos antes da analise do Score

Técnico. A avaliagdo foi feita sete dias apos a fabricagdo dos panetones.

TABELA 30 - Caracteristicas Externas dos Panetones

VOLUME (cm3/g) COR DA CROSTA
TESTE Nota Média (0-20) Desvio Nota Média (0-5) Desvio
Controle 19,43? 0,47 2,08¢ 0,20
Fermento Natural Seco 18,72% 0,48 5,007 0,00
Fermento Natural Seco 18,33b 0,32 4,17° 0,75
com goma guar

(*) As letras indicam se ha diferenca significativa a 95% de significancia nas médias.

(**) O maior volume obtido nas medigdes foi considerado como valor maximo (20 pontos).

O volume especifico foi calculado através da média de 10 panetones de cada teste
escolhidos aleatoriamente. Através da analise de médias (Teste de Tukey) verificou-se que
houve diferenga significativa a 95% entre o panetone controle € o panetone com fermento
natural seco e goma guar (Tabela 30). O panetone com fermento natural seco nao
apresentou diferenca significativa entre os dois panetones. O panetone controle teve uma

expansao levemente superior comparado aos outros testes.

Todas as médias de cor da crosta (Tabela 30) apresentaram diferenca significativa
entre si. Esta diferenca pode ser atribuida principalmente por variagdes de forno, pois o
tempo de forneamento foi igual para todos. O panetone com fermento natural seco obteve a

maior pontuagdo neste item.
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TABELA 31 - Caracteristicas Internas dos Panetones I

CROSTA COR DO MIOLO
TESTE Nota Média (0-5) Desvio Nota Média (0-10) Desvio
Controle 4,17 0,41 7,67% 0,17
Fermento Natural Seco 43 1f 041 7,818 0,07
Fermento Natural Seco 4,19" 0,26 8,83" 0,80
com goma guar

(*)As letras indicam se ha diferenca significativa a 95% de significancia nas médias.

Na andlise da crosta (Tabela 31) nao houve diferenga significativa entre os trés

panetones, o panetone com fermento natural seco teve uma pontuagdo levemente maior.

Na analise da cor do miolo (Tabela 31), o panetone com fermento natural seco e
goma guar obteve a maior pontuacdo e apresentou diferenca significativa a 95% sobre os
outros panetones. Os outros dois panetones nao apresentaram diferenca significativa entre

si.

TABELA 32 - Caracteristicas Internas dos Panetones I1

ESTRUTURA MIOLO UMIDADE MIOLO
TESTE Nota Média (0-15) Desvio Nota Média (0-10) Desvio
Controle 13,83 1,17 8,00" 0,63
Fermento Natural Seco 10,98 0,55 7,501 0,49
Fermento Natural Seco com 11,00/ 0,63 7,931 0,63
goma guar

(*)As letras indicam se ha diferenca significativa a 95% de significancia nas médias.

Na andlise da estrutura do miolo (Tabela 32), a fibrosidade foi a caracteristica de
maior importancia. O panetone controle obteve a maior pontuagdo e apresentou diferenca

significativa sobre os dois fermentos secos.

A analise da umidade do miolo (Tabela 32) mostrou que ndo ha diferenca

significativa entre os trés panetones.
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TABELA 33 - Aroma e Gosto dos Panetones

AROMA GOSTO
TESTE Nota Média (0-20) Desvio Nota Média (0—15) Desvio
Controle 17,67 1,37 12,33" 1,21
Fermento Natural Seco 17,95™ 1,26 13,05" 0,98
Fermento Natural Seco 18,14™ 1,33 13,01" 1,79
com goma guar

(*)As letras indicam se ha diferencga significativa a 95% de significancia nas médias

O aroma dos trés panetones (Tabela 33) ndo apresentou diferenga significativa .O

panetone com fermento natural seco com goma aguar teve a maior pontuacgao. Na avaliacdo

do gosto, também nao houve diferenca significativa e os panetones com fermento natural

seco tiveram praticamente a mesma pontuagao.

TABELA 34 — Contagem Total do Score dos panetones

TESTE CONTAGEM TOTAL (0-100) Desvio
Controle 85,18° 1,69
Fermento Natural Seco 85,30° 2,76
Fermento Natural Seco com 85,83° 3,87

goma guar

*)As letras diferentes indicam se ha diferenca significativa a 95% nas médias.
( ¢a sign

Na contagem total do Score Técnico (Tabela 34), ndo houve diferenca significativa

entre os panetones. As maiores pontuagdes foram divididas entre os trés ¢ na média geral

nao houve diferenca significativa. Como os valores do desvio foram baixos podemos dizer

que houve um consenso entre os provadores.
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Fermento Natural Fresco Fermento Natural Seco sem Fermento Natural Seco com

(Controle) Goma Guar Goma Guar

FIGURA 21 - Fotos dos panetones obtidos

4.3.4. Analise da Maciez

A medida no texturdmetro feita 24 horas apds a fabricacdo e na sequéncia de 10 em

10 dias (Tabela 35). Os valores foram obtidos por medi¢des em quadriplicata (ANEXO 6).
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TABELA 35 — Forca Medida em texturémetro (g)

Dias apos Panetone Controle Panetone com Panetone com
fabricacao Fermento Natural | Fermento Natural
Seco sem Goma Seco com Goma
Guar Guar
1 365,67 399,40° 440,57*
10 483,32° 616,23 617,13
20 758,96° 1026,82° 758,97°
30 746,55° 766,76" 572,28°
40 853,56° 907,69° 604,65°
50 800,54' 844,72' 810,89'
60 590,24% 585,62¢ 682,498
70 938,59" 899,03 887,85"
80 507,22 786,11 687,27"

(*)As letras indicam se ha diferencga significativa a 95% de significancia nas médias

A avaliagdo da diferenca de médias mostrou que apenas na ultima medi¢ao (com 80
dias) houve diferenga significativa entre os panetones controle, com fermento natural seco e

fermento natural seco com goma.

Nas medi¢des de maciez com 1 e 10 dias de fabricacdo, o panetone controle estava
mais macio que os panetones com fermento natural seco. A partir da medi¢cdo com 20 dias
o panetone com fermento natural seco € goma guar igualou a maciez do panetone controle e

nas medi¢des com 30 e 40 dias, estava mais macio que os outros dois.

Na medicdo com 50 dias de fabricagdo, o panetone controle voltou a ser o mais macio,
pérem o panetone com fermento seco € goma guar apresentou uma maciez muito proxima.
Com 60 dias o panetone com fermento seco obteve a melhor maciez seguido muito

proximo do o panetone controle.

Na medi¢ao com 70 dias o panetone com fermento seco e goma guar foi o mais macio e

com 80 o panetone controle voltou a ser o mais macio.
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Algumas oscilagdes podem ser explicadas pela influéncia das frutas cristalizadas e das
uvas passas. Notou-se que o panetone com fermento seco € goma guar estava mais imido
que os outros dois apds 20 dias. Esta caracteristica pode ser atribuida a agdo da goma guar
presente no fermento seco. Os hidrocoldides quando usados em pequenas dosagens (<1%)

podem aumentar a reten¢do de aguano produto (Collar ez al . 1999).

Analise da maciez dos panetones

1200

Controle
1000
@ 800 Fermento
N |
§ 600 atural Seco
u°_ 400 Fermento
Natural Seco
200 com goma
0
0 20 40 60 80 100
Dias

FIGURA 22 — Analise da Maciez dos Panetones
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4.3.5. Determinac¢io do pH do Miolo

TABELA 36 - Medi¢ao do pH

EXPER. PH MEDIA DESVIO

4,27
4,29
Padrao 4,28 4,29° 0,026
4,33

4,46
4,46
18 4,47 4,469 0,005
4,46

4,44
4,45
19 441 4,439 0,018
4,42

As leituras de pH mostraram que o panetone controle atingiu o pH mais acido e

apresentou diferenca significativa entre os outros dois panetones (Tabela 36).

Entretanto, os valores atingidos nos panetones 18 e 19 estdo dentro dos padrdes
normais de panetone com fermentagdo natural (Suwelack, 1999). No trabalho de Gobbetti
et al. (1995b) massas acidas com S. cerevisae e L. sanfranciscensis alcangcaram um pH de

4,72. S. cerevisae com L. plantarum atingiram 4,38 e S. cerevisae e L. farciminis mediram

4,40.

Hansen e Hansen (1996) analisaram miolos de paes preparados com 15% de massa
acida com diversas variagdes de bactérias lacticas e tiveram medi¢oes de pH de 4,5 a 5,1. O
trabalho de Lorenz (1983) testou oito grupos de bactérias em massa acida e obteve paes

com pH de 4,0 2 5.9.
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5. CONCLUSAO

» O sorbitol e a sacarose utilizados em diferentes porcentagens no planejamento
experimental, ndo influenciaram no tempo de secagem do fermento natural

fresco.

» A sobrevivéncia das bactérias lacticas foi influenciada principalmente pelos
efeitos da temperatura de secagem (TS e TSz). A sacarose (SA e SAZ) eo
efeito de interagdes entre a temperatura e o sorbitol (TS.SR) tiveram também

tiveram um menor influéncia.

» O sorbitol ndo apresentou acdo protetora durante a secagem para as bactérias
lacticas. A sacarose mostrou que dosagens acima de 5% podem aumentar a

sua acao na sobrevivéncia das bactérias lacticas.

» A sobrevivéncias das leveduras durante a secagem foi determinada
exclusivamente pela temperatura de secagem. O sorbitol e a sacarose nao

tiveram influéncia durante o processo.

» A etapa de reidratacdo do fermento teve grande influéncia no desempenho do
fermento natural seco. Uma reidratacao inadequada pode impedir a reativacao

dos microorganismos.

» O fermento natural seco com goma guar teve uma maior proliferagdo dos

microorganismos do que o fermento natural seco sem goma.

» Os aromas dos panetones com fermento natural seco ndo tiveram diferenca

significativa em relagdo ao panetone com fermento natural fresco.

» Nao houve diferenga significativa na pontuagdo técnica total entre os
panetones com fermento natural fresco e com fermento natural seco com ou

sem goma guar.

» O pH atingido pelos panetones com fermento natural seco com e sem goma

guar ficou dentro de valores esperados.
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» A goma guar influenciou positivamente na maciez e na umidade no panetone.

» O fermento natural seco desenvolvido pode ser considerado promissor, uma
vez que foi possivel obter panetones com qualidades semelhantes ao panetone

com fermento natural fresco.

» O fermento natural seco desenvolvido ¢ capaz de eliminar a etapa de

manutencdo didria necessaria no processo com fermento natural fresco.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

O trabalho desenvolvido pode ser completado e aprofundado em diferentes frentes.

Segue abaixo algumas sugestoes:

Secagem do Fermento

Goma guar - estudar o efeito da variagcdio da dosagem de goma guar na
sobrevivéncia dos microrganismos do fermento natural e no tempo total de

secagem.

Tipo de farinha de trigo - estudar o efeito de diferentes tipos de farinha, como

farinha de trigo com diferentes teores de cinzas e farinha de centeio.

Repetibilidade do processo — variar parametros da secagem que nado foram
explorados, como; quantidade de fermento na bandeja, espessura do fermento
natural extrudado, outras temperaturas de secagem com adi¢do de goma guar e
outro secar o fermento em outro equipamento de secagem com ar for¢cado (o modelo
preditivo apresentado neste trabalho vale apenas para as condi¢des de espessura do

fermento e carga da bandeja).

Aplicagao do fermento natural seco

Shelf-life - estudar a estabilidade do fermento natural seco em diferentes
temperaturas e embalagens.
Receita panetone — testar receitas com diferentes dosagens de fermento natural seco

reidratado.
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ANEXO 1| - DEFINICOES UTILIZADAS NA DISSERTACAO

A dissertacdo contém alguns termos bastante utilizados. Para um melhor

entendimento segue abaixo a definicdo dos termos usados:

Massa acida — termo genérico usado para uma massa usada como fermento. Pode-se ser
proveniente de um desenvolvimento natural da microflora presente inicialmente na massa
ou uma massa que foi adicionada de microorganismos especificos que dardo caracteristicas

desejadas ao fermento.

Fermento natural — massa 4cida desenvolvida através da microflora presente inicialmente
na massa. A fermentacdo espontanea resulta tipicamente de atividades competitivas de
diferentes microorganismos, as cepas melhor adaptadas e com maior grau de crescimento

irdo dominar durante estagios particulares do processo (Holzapfel, 1997).

Refresco — etapa de expansdao do fermento natural, sua fun¢do ¢ deixar o fermento mais
forte para a fermentacao do produto.

Empasto — etapas de fabricacdo de produto em outros ingredientes sdo adicionados ao
fermento natural.
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ANEXO 2 - FORMULACAO DO FERMENTO COM BATATA E
IOGURTE

INGREDIENTES

1 Kg de batata crua descascada
180 g de gluten
1 litro de iogurte natural industrializado

800 g de farinha de trigo

MODO DE FAZER

(1) Ralar as batatas e colocar no liquidificador junto com o iogurte, gliten e agua.

(2) Bater até obter uma pasta homogénea.

(3) Colocar num recipiente e adicionar a farinha.

(4) Misturar até formar uma massa.

(5) Embalar com plastico e um pano de prato amarrado por cima e deixar fermentar por 24 horas a temperatura

ambiente.

MANUTENCAO

Na primeira semana fazer a manutencao diariamente. Retirar a camada externa do fermento e pesa-lo.
Pesar a mesma quantidade de farinha e aproximadamente 47% do peso da farinha em agua.

Colocar a agua ¢ o fermento na amassadeira.

Misturar até o fermento diluir na d4gua. Adicionar a farinha e misturar até formar uma massa homogénea.
Embalar o fermento no plastico e no pano amarrado e acondicionar na geladeira.

Ap0s a primeira semana, repetir a manutengdo de 2 em 2 dias.
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ANEXO 3 -FORMULACAO DO FERMENTO DE CALDO DE CANA-
DE-ACUCAR

INGREDIENTES

500 g de farinha de trigo

500 g de caldo de cana-de—agucar

MODO DE FAZER

(1) Misturar até obter uma pasta homogénea.
(2) Colocar num recipiente fechado a temperatura ambiente e deixar fermentando por 3 dias.
(3) Ap6s 3 dias, misturar 500 g da massa com 500 g de farinha e 470 ml de agua.

(4) Embalar com plastico e um pano de prato amarrado por cima e deixar fermentar por 24 horas.

MANUTENCAO

Na primeira semana a manutengao deve ser didria.

Retirar a camada externa do fermento e pesa-lo.

Pesar a mesma quantidade de farinha especial e aproximadamente 47% do peso da farinha em 4gua.
Colocar a agua e o fermento na masseira. Misturar até o fermento diluir na agua.

Adicionar a farinha e misturar até formar uma massa homogénea.

Embalar o fermento no pléstico e no pano amarrado e acondicionar na geladeira.

Ap0s a primeira semana, repetir a manutengdo de 2 em 2 dias (ou no maximo 3 em 3).
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ANEXO 4 - FORMULACAO DO FERMENTO DE MACA E ACUCAR
MASCAVO

INGREDIENTES

1 maga Fuji
10 g de agticar mascavo

30 g de farinha de trigo

MODO DE FAZER

(1) Cortar a maga retirando a casca e a semente.

(2) Adicionar 10 g de agticar mascavo.

(3) Bater num liquidificador. Deixar descansando a 30°C por aproximadamente 3 horas.

(4) Adicionar 30 g de farinha e deixar descansando a 30°C por 12 horas.

(5) Repetir a operagdo de adicionar farinha até obter uma massa firme.

(6) Adicionar ao fermento o mesmo peso de farinha e 42% de 4dgua sobre o peso da farinha.

(7) Misturar até a obten¢do de uma massa lisa.

(8) Acondicionar o fermento em geladeira, embalado por um plastico, enrolado em um pano de prato

amarrado.

MANUTENCAO

Retirar o fermento da geladeira e deixar em temperatura ambiente de 1 a 2 horas.

Retirar a camada externa do fermento e pesa-lo. Pesar a mesma quantidade de farinha e 45 a 47% do peso da
farinha em agua.

Misturar o fermento com a agua até dilui-lo.

Adicionar toda a farinha e misture até obter uma massa lisa.

Modelar, embalar em um plastico, enrolar num pano e amarrar bem firme.

Acondicionar o fermento em geladeira. Repetir o procedimento a cada 48 hs (ou no maximo 72 horas).
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ANEXO 5 — ANEXO ANALISES DA FARINHA DE TRIGO

Analises feitas no Média Umidade — Cinzas (%) Teor de Glaten
desenvolvimento do trabalho duplicata (%) (%)
Amostra 1 13,67 0,39 8,39
Amostra 2 13,25 0,39 8,84
Amostra 3 13,20 0,40 9,10
Amostra 4 13,73 0,42 8,54
Amostra 5 12,96 0,38 9,31
Amostra 6 13,04 0,39 8,45
Amostra 7 12,89 0,41 8,49
Amostra 8 13,63 0,40 8,95

ANEXO 6 - PONTUACAO DO SCORE TECNICO

SCORE TECNICO PANETONE
Notas VOLUME COR DA CARAC. CORMIOLO  ESTRUT. UMIDADE AROMA (20) GOSTO (15)
(20) CROSTA (5) CROSTA (5) 10) MIOLO (15) MIOLO (10)

1 19,05 2,0 4,5 8,0 14,0 8,0 17,0 12,0

2 19,89 2,0 3,5 8,0 15,0 7,0 18,0 13,0

x 3 19,11 2,5 4,5 7,0 12,0 8,0 16,0 13,0
PADRAO 4 19,11 2,0 4,0 7,5 14,0 8,0 18,0 13,0
5 20,00 2,0 4,5 7,5 15,0 9,0 20,0 10,0

6 2,0 4,0 8,0 13,0 8,0 17,0 13,0

MEDIA 19,432 2,08 4,17 7,67 13,83 8,00 17,67 12,33

1 18,33 5,0 4,0 8,0 11,0 8,0 18,0 13,0

2 18,5 5,0 4,5 8,0 10,0 7,5 18,0 12,0

3 19,5 5,0 4,0 8,0 10,0 8,0 18,0 14,0

TESTE 18 4 18,39 5,0 4,5 7,5 11,0 7,0 18,0 14,0
5 18,89 5,0 5,0 7,5 11,0 7,0 20,0 14,0

6 5,0 4,0 8,0 10,0 7,0 16,0 12,0
MEDIA 18,84 4,58 4,31 7,81 10,98 7,50 17,95 13,05

1 18,39 5,0 4,0 8,0 11,0 8,0 16,0 10,0

2 18,83 4,0 4,5 10,0 12,0 9,0 18,0 14,0

3 17,94 5,0 4,0 10,0 11,0 8,0 18,0 15,0

TESTE 19 4 18,22 3,0 4,0 8,0 11,0 8,0 18,0 12,0
5 18,27 4,0 4,0 9,0 10,0 8,0 19,0 13,0

6 4,0 4,5 9,0 11,0 7,0 20,0 14,0

MEDIA 18,42 4,23 4,19 8,83 11,00 7,93 18,14 13,01

108




ANEXO 7 - MEDICOES DO TEXTUROMETRO

Dias apés N° Amostra | Padrao (forca g) | Teste 18 (forca g) | Teste 19 (forca g)
fabricacao

1 1 383,87 241,33 307,27
2 466,42 339,42 613,96

3 273,80 456,27 385,24

4 338,71 560,91 456,37
10 1 443,81 534,60 1053,99
2 432,88 566,08 305,22

3 534,08 572,38 696,54

4 522,803 792,29 412,91
20 1 822,54 1030,95 1039,57
2 666,91 1125,96 414,87

3 810,27 1100,58 823,76

4 720,49 850,11 758,43

30 1 853,70 716,83 674,27
2 516,28 600,04 656,41

3 817,31 735,02 618,08

40 799,21 1015,58 340,69

40 1 1025,65 830,15 422,33
2 806,54 595,63 903,77

3 948,10 1106,46 671,70

4 634,24 1098,71 421,03

50 1 990,41 905,85 815,45
2 809,90 587,05 526,99

3 672,96 874,48 854,97
4 728,89 1011,89 1046,16

60 1 876,72 525,11 778,76
2 433,16 455,66 541,27

3 463,35 884,13 397,35

4 588,65 477,69 1012,68

70 1 961,78 959,86 783,71
2 1099,09 874,97 766,64

3 773,26 982,78 1029,08

4 920,68 778,58 972,33

80 1 463,96 728,19 828,28
2 472,66 831,28 582,65

3 465,45 988,31 713,77

4 626,99 604,84 632,64
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ANEXO 8 - MEDIDAS DOS VOLUMES DOS PANETONES (cm’/g)

Panetone Padrao Panetone 18 Panetone 19
3,43 3,30 3,31
3,58 3,33 3,39
3,44 3,51 3,23
3,44 3,31 3,28
3,60 3,40 3,29

Obs: foram utilizados 2 panetones em cada medigao.
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