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RESUMO

PRODUCAO DE PANETONE UTILIZANDO BACTERIAS ACIDO LATICAS E
LEVEDURAS ISOLADAS DE FERMENTO NATURAL LIOFILIZADO

AUTORA: Raquel Facco Stefanello
ORIENTADORA: Profa. Dra. Leadir Lucy Martins Fries

O fermento natural (sourdough) é uma mistura composta por farinha de trigo e agua
sendo fermentada pela agcédo de bactérias &cido laticas (BAL) e leveduras, utilizado para
elaboracéo de alguns produtos de panificacdo, como o panetone. O panetone é um produto
tipicamente comercializado no periodo natalino e apresenta uma longa vida util, em parte
devido as caracteristicas de pH e tipo de fermentacdo a que a massa € submetida. Os micro-
organismos envolvidos na fermentacdo natural sdo diversos, com microbiota predominante
composta por leveduras e bactérias acido laticas. Durante sua multiplicagéo, estes micro-
organismos produzem metabdlitos capazes de imprimir caracteristicas sensoriais peculiares
aos produtos, bem como modificar caracteristicas fisico-quimicas e de estabilidade a
deterioracao fungica. A identificacdo destes micro-organismos é fundamental para possibilitar
estudos de interag&o entre as comunidades microbianas, e seu isolamento e conservagao sdo
fundamentais para utilizag&o industrial dos mesmos como fermentos iniciadores. Esta tese de
doutorado objetivou avaliar a influéncia de um sourdough composto por bactérias acido laticas
e leveduras na estabilidade microbioldgica de panetones, visando 0 aumento da vida Util sem
a adicdo de conservantes quimicos. Para tanto, inicialmente 0s micro-organimsmos
predominantes nas matérias-primas (farinha de trigo refinada, farinha de trigo integral) e
sourdough foram isolados nos meios de Man, Rogosa e Sharpe (MRS) e Sabourand Dextrose
Agar (DAS) e foram identificados através de sequenciamento molecular. Posteriormente,
algumas espécies micro-organismos foram selecionadas, com base em literatura cientifica,
para avaliacdo de seu potencial para uso na elaboragéo de panetones. Um dos limitantes para
uso em larga escala destes micro-organismos € a manutencdo de sua viabilidade e
caracteristicas ao longo do tempo. Assim, foram conduzidos estudos liofilizando-se alguns
micro-organismos isolados com diferentes agentes crioprotetores (sacarose, trealose, leite
desnatado e glutamamto de sddio) e avaliou-se sua viabilidade ao longo da estocagem em
temperatura ambiente. Por fim foram testadas diferentes formulagbes e foram elaborados
panetones com estes micro-organismos liofilizados, os quais foram caracterizados fisico-
guimica (firmeza instrumental, volume especifico, cor, umidade, atividade de &agua, pH e
acidez total titulavel), sensorial (check-all-that-apply - CATA, aceitabilidade e intencéo de
compra) e microbiologicamente (enumeracéo de bolores e leveduras). Os micro-organismos
predominantes recuperados e identificados a partir das matérias primas e do sourdough
liofilizado foram Saccharomyces cerevisiae, Wickerhamomyces anomalus (Syn. Pichia
anomala), Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus plantarum e Lactobacillus fermentum. A
adicdo de trealose promoveu um efeito crioprotetor nos micro-organismos e foi mais
significativa para as leveduras. Trehalose proporciou taxas de viabilidade satisfatérias apenas
para W. anomalus durante um ano de armazenamento a temperatura ambiente. J& as
solucdes com 10% de leite desnatado mais 5% de glutamato de sddio mantiveram os maiores
indices de estabilidade celular para Lb. fermentum e W. anomalus durante o periodo de
armazenamento. O preparo de panetones a partir de cepas selecionadas e sem conservantes
artificiais, mostrou-se como uma alternativa mais natural e promissora tendo em vista que foi
bem aceito sensorialmente. O panetone elaborado com 50% de Lb. fermentum e 50% de W.
anomalus foi 0 que apresentou as melhores caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas.
Pelo teste CATA foi possivel observar uma clara distincdo entre os panetones elaborados com
sourdough dos elaborados com fermento comercial. Os panetones artesanais mostraram-se
bastante competitivos frente aos panetones controle e comercial mostrando-se mais macios
durante todo o periodo de vida util. O panetone comercial apresentou notas mais altas no
teste de aceitacdo, no entanto manteve-se estavel por apenas 30 dias. Os panetones



elaborados com sourdough embora apresentassem condi¢cdes suscetiveis ao crescimento
fungico, como a alta atividade de agua, ndo mofaram até os 126 dias de armazenamento. A
utilizacéo de Lb. fermentum IAL 4541 e W. anomalus IAL 4533 como starters na producao de
panetones sem conservantes artificiais pode ser considerada uma alternativa tecnoldgica
promissora e que atende a forte demanda de consumidores por produtos mais naturais.

Palavras-chave: Aceitacdo. Crioprotetor. Fermento natural. Vida atil. Criodessecacdo. Pao
doce.



ABSTRACT

PANETONE PRODUCTION USING LACTIC ACID BACTERIA AND ISOLATED
YEASTS OF LIOFILIZED SOURDOUGH

AUTHOR: Raquel Facco Stefanello
ADVISOR: Profa. Dra. Leadir Lucy Matrtins Fries

Natural yeast (sourdough) is a mixture composed of wheat flour and water being
fermented by the action of lactic acid bacteria (LAB) and yeasts, used to make some bakery
products, such as panettone. Panettone is a product typically marketed in the Christmas period
and has a long shelf life, in part due to the pH characteristics and the type of fermentation to
which the dough is subjected. The microorganisms involved in the natural fermentation are
diverse, with predominant microbiota composed of yeasts and lactic acid bacteria. During their
multiplication, these microorganisms produce metabolites able to imprint peculiar sensorial
characteristics to the products, as well as to modify physical-chemical characteristics and of
stability to the fungal deterioration. The identification of these microorganisms is fundamental
to enable studies of interaction between microbial communities, and their isolation and
conservation are fundamental for their industrial use as starter yeasts. This doctoral thesis
aimed to evaluate the influence of a sourdough composed of lactic acid bacteria and yeasts
on the microbiological stability of panettones, aiming to increase the shelf life without the
addition of chemical preservatives. To that end, initially the predominant microorganisms in the
raw materials (refined wheat flour, wholewheat flour) and sourdough were isolated in the media
from Man, Rogosa and Sharpe (MRS) and Sabourand Dextrose Agar (SDA) and were
identified through sequencing. Subsequently, some species of microorganisms were selected,
based on scientific literature, to evaluate their potential for use in the elaboration of panettones.
One of the constraints for large-scale use of these microorganisms is the maintenance of their
viability and characteristics over time. Thus, studies were conducted by freeze-drying some
isolated microorganisms with different cryoprotectants (sucrose, trehalose, skim milk and
sodium glutamate) and evaluated their viability throughout the storage at room temperature.
Finally, different formulations were prepared and panettones were elaborated with these
freeze-dried microorganisms, which were characterized physicochemistry (instrumental
firmness, specific volume, color, moisture, water activity, pH and titratable total acidity),
sensorial (check- all-that-apply - CATA, acceptability and purchase intent) and
microbiologically (enumeration of molds and yeasts). The predominant microorganisms
recovered and identified from the raw materials and freeze-dried sourdough were
Saccharomyces cerevisiae, Wickerhamomyces anomalus (Syn. Pichia anomala),
Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus plantarum and Lactobacillus fermentum. The
addition of trehalose promoted a cryoprotective effect on the microorganisms and was more
significant for the yeasts. Trehalose provided satisfactory viability rates only for W. anomalus
during one year of storage at room temperature. On the other hand, the solutions with 10% of
skimmed milk plus 5% of sodium glutamate maintained the highest indexes of cellular stability
for Lb. fermentum and W. anomalus during the storage period. The preparation of panettones
from selected strains and without artificial preservatives proved to be a more natural and
promising alternative in view of the fact that it was well accepted in the sensory field. The
panettone made with 50% Lb. fermentum and 50% of W. anomalus presented the best
physico-chemical and microbiological characteristics. By the CATA test it was possible to
observe a clear distinction between the panettones elaborated with sourdough of those made
with commercial yeast. The artisanal panettones proved to be very competitive in comparison
to the control and commercial panettones showing more soft throughout the useful shelf life.
The commercial panettone showed higher marks in the acceptance test, however it remained
stable for only 30 days. Panettones made with sourdough, although presenting conditions
susceptible to fungal growth, such as high water activity, did not mold until the 126 days of
storage. The use of Lb. fermentum IAL 4541 and W. anomalus IAL 4533 as starters in the



production of panettones without artificial preservatives can be considered a promising
technological alternative that meets the strong demand of consumers for more natural
products.

Key words: Acceptance. Cryoprotectant. Sourdough. Shelf life. Criodessection. Sweet bread.
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APRESENTACAO

Essa tese segue as normas estabelecidas na Estrutura e Apresentacédo de
Monografias, Dissertacoes e Teses — MDT da UFSM (UFSM, 2015). Os resultados
estdo apresentados na forma de quatro artigos cientificos, sendo um de revisdo
bibliografica, e trés com resultados da pesquisa. Ao final dessa tese, encontram-se 0s
itens DISCUSSAO GERAL e CONCLUSOES, apresentando uma compilacédo de
interpretacbes e comentarios a respeito dos resultados apresentados nos artigos

cientificos.
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1 INTRODUCAO

O pédo € um dos alimentos bésicos mais importantes e consumidos pelas
pessoas que se alimentam de uma dieta com produtos elaborados com farinha de
trigo. Isto o torna parte importante da nossa dieta diaria e, portanto, € relevante a
busca de maneiras para melhorar sua qualidade e aumentar sua vida util
(CHAUDHARY, 1991). Dentre as variedades de péaes, encontra-se o panetone, pao
doce, com frutas cristalizadas, uvas-passas, améndoas ou chocolate como
ingredientes opcionais, originario da Itdlia e preparado principalmente para o0s
periodos natalinos (BENEJAM; STEFFONALI; LEON, 2009).

InUmeros fatores podem causar o envelhecimento de panificados a base de
farinha de trigo (RYAN; DAL BELLO; ARENDT, 2008), no entanto os fungos s&o
agentes deteriorantes causadores de perdas econdmicas relevantes para a industria
de panificacdo, diminuindo vendas, causando a formacéo de odores desagradaveis,
conhecidos como “off-flavors”, e ainda propicia a formagao de substancias prejudiciais
a satde, como as micotoxinas (SMITH et al., 2004, DALIE et al., 2010).

Para diminuir a contaminacéo por fungos nos produtos de padaria, a adoc¢ao
de boas préticas de fabricacdo tem se mostrado eficiente e a utilizacdo de
conservantes quimicos dificulta a germinacdo e o posterior crescimento flungico
(LEGAN, 1993).

Os fungos sé@o organismos versateis capazes de crescer em todos os tipos de
alimentos, incluindo cereais, carnes e frutas. Eles sdo importantes deterioradores em
diferentes alimentos, sobretudo quando os fatores intrinsecos impedem o
desenvolvimento bacteriano. A deterioracdo fungica do pdo de trigo € causada
principalmente por Penicillium spp., responsavel por cerca de 90% da deterioracédo
dos produtos fabricados com trigo (LEGAN; VOYSEY, 1991). Outros fungos comuns
gue deterioram os produtos de padaria pertencem aos géneros Aspergillus, Monilia,
Mucor, Endomyces, Cladosporium, Fusarium e Rhizopus (LEGAN, 1993).

Varias estratégias tém sido utilizadas para prolongar a vida util dos produtos,
tais como os tratamentos utilizando aplicacdo de calor, irradiagdo com raios
infravermelhos ou micro-ondas, atmosfera modificada na embalagem e a adicao de
conservantes quimicos, tais como: acido sorbico, benzoico, propibnico e seus sais
(GOULD, 1996, LEGAN, 1993; PATERAS, 1998).
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Os empresarios assim como as industrias de transformacéo e processamento
dos alimentos afirmam estar atentos com a crescente demanda por produtos mais
naturais. Hoje e, dia os consumidores almejam alimentos mais saudaveis, com a
mesma qualidade e que atendam aos requisitos de conservacdo e de seguranca
alimentar. A biotecnologia, aplicada ao processamento e a conservacao de alimentos,
€ a tecnologia que, mediante a aplicacdo de um conjunto de técnicas e de processos
gue empregam organismos VivOoS ou substancias provenientes destes, permite a
producédo ou a modificacdo de um alimento e o desenvolvimento de micro-organismos
gue intervém nos processos de elaboracéo.

Ja a biopreservacao permite prolongar a vida atil dos alimentos e aumentar a
seguranca e a qualidade alimentar através da utilizacdo de micro-organismos
produtores de substancias inibidoras que previnem o desenvolvimento de micro-
organismos deteriorantes e/ou patogénicos nos alimentos. Entre os sistemas de
conservacao, a biopreservacdo vem ganhando um destaque importante, uma vez que
utiliza componentes naturais proporcionando a seguranc¢a aos alimentos (GALVEZ et
al., 2008).

Entre os micro-organismos com propriedades antimicrobianas, destacam-se as
bactérias acido laticas (BAL), pois apresentam a capacidade de produzir compostos
com efeitos fungiostaticos ou fungicidas (VANDENBERGH, 1993; SCHNURER;
MAGNUSSON, 2005; DALIE et al., 2010).

O uso de bactérias acido lacticas (BAL) selecionadas, na elaboracdo de massa
fermentada para a fabricacdo de paes tem uma longa histéria (HAMMES; GANZLE,
1998; MESSENS; DE VUYST, 2002). Estudo realizado com sourodugh (RYAN; DAL
BELLO; ARENDT, 2008) indicou claramente que a adi¢cao de fermento composto por
BAL antifungicas permitir reduzir a quantidade de agente quimico necessario para
garantir a seguranca do pdo. Rocken (1996) também observou que a atividade
antifngica do fermento natural podia estar estritamente relacionada com a producéo
de 4cido acético.

A adicao de fermento natural constituido por Lactobacillus plantarum FST 1,7
inibiu o crescimento de Fusarium spp. (DAL BELLO et al., 2007). Os compostos
responsaveis por esta atividade antifangica foram caracterizados quimicamente e
demonstrado ser acido lactico, acido fenilatico e outros dipeptideos ciclicos. Esses
metabalitos, oferecem bioconservacdo aos produtos tendo em vista a producdo de
compostos antimicrobianos naturais (SCHNURER; MAGNUSSON, 2005).
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A atividade sinérgica de fermento natural e a adicdo de acido propiénico foram
também investigadas (RYAN; DAL BELLO; ARENDT, 2008) e os resultados
mostraram que a utilizagdo de sourdough juntamente com &cido propidnico permitiu
reduzir a adicdo de produtos quimicos, como 0s conservantes artificiais,
proporcionando a conservacado em paes de trigo e garantindo vida util aceitavel.

Alguns estudos tém demonstrado a atividade antifingica das BAL, em
condi¢cles laboratoriais (LAVERMICOCCA et al., 2003; HASSAN; BULLERMAN,
2008) enquanto que outras investigacbes procuraram destacar a capacidade
antifangica de algumas cepas, impedindo a deterioracdo por fungos em produtos
assados fermentados (LAVERMICOCCA et al., 2000; CODA et al., 2008; ZHANG et
al., 2010; RIZZELLO et al., 2011; RYAN et al., 2011). A adicado de fermento natural
€ uma pratica comum na industria de panificacdo para melhorar o prazo de validade
do pdo (HAMMES; GANZLE, 1998). Porém, de acordo com Casé et al. (2005) nio
basta saber que um determinado alimento é benéfico a salde e seguro sem
considerar sua aparéncia, textura, odor, pois estes aspectos tém papel importante
na escolha dos alimentos.

Apesar do uso de véarias técnicas para o controle de deterioracdes dentro da
industria, a extensdo da vida util de produtos de panificacdo para atender as
demandas continua sendo um problema atual (CORNEA et al., 2011; BELZ et al.,
2012; DAGNAS et al., 2014; NAKHCHIAN et al., 2014). Assim, o desenvolvimento
de estudos mais aprofundados com sourdough com propriedades antifingicas,
avaliando sua estabilidade, assim como as caracteristicas sensoriais e de
conservacao, expressas em panetones ao longo da estocagem, mostra-se

promissor e relevante.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia de um fermento natural (sourdough) composto por bactérias
acido laticas e leveduras na estabilidade microbiolégica de panetones, visando o

aumento da vida util sem a adicdo de conservantes quimicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolar e identificar os micro-organismos presentes em sourdough liofilizado, obtido a
partir da mistura de farinha de trigo refinada e farinha de trigo integral;

Testar agentes crioprotetores para garantir a manutencdo de micro-organismos
liofilizados em temperatura ambiente ao longo de um ano;

Elaborar diferentes sourdoughs utilizando alguns dos micro-organismos identificados,
caracterizando-os fisico-quimica e microbiologicamente.

Elaborar panetones utilizando sourdoughs produzidos com micro-organismos
identificados e avaliar, ao longo da vida util, as caracteristicas tecnoldgicas,
microbioldgicas e fisico-quimicas;

Realizar a andlise sensorial dos panetones utilizando sourdoughs produzidos com
micro-organismos identificados, comparando-os com panetones elaborados com
levedura comercial (com e sem adicdo de conservantes artificiais) através do teste de

aceitacdo e também pelo método Check-All-That-Apply (CATA);
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PANIFICACAO

A histéria do pdo confunde-se com a histéria da propria humanidade. Os
relatos sugerem que sua origem tenha sido a mais de seis mil anos antes de Cristo
(CAUVAIN; YOUNG, 2009). De acordo com a Legislacéo Brasileira, pdo é o produto
obtido pela coccédo, em condi¢cdes tecnologicamente adequadas, de uma massa
fermentada ou ndo, preparada com farinha de trigo e ou outras farinhas que
contenham naturalmente proteinas formadoras de glaten ou adicionadas das mesmas
e agua, podendo conter outros ingredientes (ANVISA, 2000).

O que faz do pédo esse alimento tao versatil? Como uma massa inicialmente
sem paladar transforma-se em um alimento com textura leve e sabor intenso? Essas
e outras questbes podem ser respondidas pela presenca de duas proteinas
encontradas na farinha de trigo, a gliadina e a glutenina. Quando a farinha de trigo é
misturada com algum liquido e € amassada, uma subtancia elastica chamada glaten
desenvolve-se (CANELLA-RAWS, 2006). O gluten, dentre outras fungdes, aprisiona
os gases formados pela fermentacao de micro-organismos do fermento, comercial ou
natural. Outras reacdes, como 0 ataque de enzimas ao amido da farinha e a quebra
das moléculas de glicose em alcool e gas carbbnico, proporcionam o crescimento da
massa e suas caracteristicas organolépticas, dando origem a um produto bastante
procurado e saboroso (TEDRUS, 2003).

Além da qualidade dos ingredientes, o processo de preparacao de péaes é de
fundamental importancia e praticamente segue as seguintes etapas: mistura ou
amassamento, fermentacdo e cozimento ou cocc¢do. A mistura é a principal operacao
no processo, haja vista que nessa etapa ocorre a formacdo da estrutura da massa.
Esta estrutura é formada pelo desenvolvimento da rede de gluten que é responsavel
pela retencdo de CO: (dioxido de carbono) liberado pelos micro-organismos que
participam da fermentacao, que juntamente com o vapor de agua é expandido com o
aumento da temperatura (PERTUZATTI et al., 2015).

Qualquer que seja o tipo de péao fabricado é importante que ele tenha qualidade
aceitavel para os consumidores e que as interacdes entre as diversas partes do

processo sejam compativeis e estejam em equilibro (CAUVAIN; YOUNG, 2009). O
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grau de equilibro entre as matérias-primas, os procedimentos e 0 equipamento
determina, além da qualidade do produto final, a consisténcia do mesmo. Depois do
processo de mistura e desenvolvimento da massa o préximo estagio envolve a divisdo
da massa em pecas de certo tamanho, necessarias para o processamento adicional
e o assamento. O descanso dessas por¢cdes de massa é também chamado de
fermentacdo intermediaria, que significa ao estagio da panificacdo em que a massa
repousa entre a modelagem e a fermentacdao final. O objetivo do descanso é produzir
uma peca de massa macia, extensivel e descansada. Na etapa seguinte, a
modelagem, o objetivo € dar um formato correto para a massa e, a0 mesmo, expelir o
excesso de gas. Durante a fermentacao final espera-se que a massa modelada
repouse, se expanda e produza uma peca aerada de massa, que, depois de assada,
terd o formato e o volume requeridos (CAUVAIN; YOUNG, 2009).

Na etapa de cozimento ou assamento algumas modificacbes acontecem e
contribuem para os aspectos sensoriais do produto como: vaporizacdo de umidade,
aumento de temperatura, aumento de volume (HOSENEY, 1991), transformacédo da
viscosidade da massa e elasticidade do miolo do pdo (PERTUZATTI et al., 2015),
gelatinizacdo do amido e a coagulacdo das proteinas (CAUVAIN; YOUNG, 2009).
Essas reacdes, junto com a formagéo de uma casca, transformam uma pec¢a de massa
desagradavel ao paladar em um péao saboroso e poroso (leve), agradavel ao paladar.
Apdbs 0 assamento é necessario reduzir sua temperatura a um nivel em que nao sofra
dano no momento de ser fatiado e embalado (CAUVAIN; YOUNG, 2009).

3.1.1 Panetone

Panetone é um péao doce assado ao forno, com origem em Milao, e preparado
especialmente para a temporada de Natal e Ano Novo na lItalia e em paises da
América Latina. Este produto é preparado a partir de uma massa doce e pela adicao
de ingredientes opcionais, tais como fruta cristalizada, passas, améndoas ou
chocolate (GAROFALO et al., 2008; BENEJAM; STEFFONALI; LEON, 2009). N&o se
sabe ao certo sobre seu surgimento, mas a versao mais aceita atualmente é a que diz
gue o panetone foi inventado por Gian Galeazzo Visconti, primeiro duque de Milao,
gue preparou a iguaria para uma festa em 1395 (TEDRUS, 2003). Com o passar do
tempo, tomou conta da Italia e ganhou todo o mundo, sendo trazido ao Brasil pelos

imigrantes italianos, apds a Segunda Guerra Mundial.
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Segundo dados da Associacdo Brasileira das Industrias de Biscoitos, Massas
Alimenticias e Pdes e Bolos (ABIMAPI), o volume de vendas de panetones entre
novembro de 2016 e janeiro de 2017 foi 34,3 mil toneladas, 12% a mais que o periodo
anterior (2015/2016), movimentando aproximadamente R$ 531,7 milhdes (INDUSTRIA...,
2018).

Segundo a ANVISA (2000), panetone é o produto fermentado, preparado,
obrigatoriamente, com farinha de trigo, acucar, gordura(s), ovos, leite e sal (cloreto de
sodio). Em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas, o panetone deve conter no
maximo 30 g/100g de umidade, 6,0 mL/100g de acidez e no minimo 11 g/100g de
lipidios.

O panetone é elaborado com ingredientes opcionais, como frutas cristalizadas,
passas, améndoas ou chocolate (BENEJAM; STEFFOLANI; LEON, 2009),
costumeiramente consumido no periodo natalino (Gobbetti, 1998) e geralmente
emprega a fermentacdo natural, contando com o auxilio da adicdo de sourdough ao
processo para conferir um sabor diferenciado (BENEJAM; STEFFOLANI; LEON,
2009). Este sourdough € reproduzido continuamente (chamado "massa mée"), através
da propagacao continua de culturas starters escolhidas ou espontaneas (PICOZZI;
ANCHISE; FOSCHINO, 2006).

O fermento natural usado nas formulacdes de panetone consiste basicamente
da mistura de farinha, agua e levedura que é deixada fermentar separadamente antes
da incorporacao dos outros ingredientes da massa (LAI; LIN, 2006). A grande parte
das propriedades benéficas do sourdough sdo proporcionadas pela acidificacédo
causada pelas bactérias acido laticas (SADEGHI, 2008). Este método ajuda a
melhorar o aroma, por causa da liberacdo de compostos volateis e aromaticos durante
o processo de uma fermentacéo longa (HANSEN; HANSEN, 1996).

No Brasil, as maiores industrias de panetone empregam a fermentacao natural
no processo industrial deste produto (TEDRUS, 2003). Em relacdo ao panetone
fabricado em padarias e pequenas empresas, 0 sistema de fermentacdo empregado
€ 0 da massa-direta, ou seja, a massa € fermentada somente com a Saccharomyces
cerevisiae em tempo relativamente curto, cerca de 1 a 2 horas de fermentacdo. Esta
reducdo no tempo de fermentacéo da massa, em relagdo ao processo de fermentacao
natural, tem como consequéncia a obtencdo de um produto com qualidade inferior

(TEDRUS, 2003). Durante a producéao industrial de panetone, os principais desafios
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sdo produzir massa com capacidade de armazenar frutas e passas durante a
confeccdo e a coccédo, e obter produtos que mantenham sua qualidade durante o
armazenamento (BENEJAM; STEFFOLANI; LEON, 2009).

3.2 QUALIDADE DOS PRODUTOS DE PANIFICACAO

Os pdes sdo alimentos pereciveis que passam por mudancas fisicas,
qguimicas, sensoriais e microbiologicas durante o seu armazenamento. A diminui¢ao
da qualidade e/ou do frescor destes produtos esta intimamente relacionada com o
tempo de armazenamento e é conhecida como o envelhecimento do pao ou “staling”.
A firmeza aumenta significativamente, a crocancia da crosta do pao diminui, o péo
perde seu aroma, assumindo um sabor ran¢oso. Esses fenbmenos complexos sao
consequéncia da retrogradacdo dos granulos de amido gelatinizados durante o
cozimento, da troca de umidade entre o amido e as proteinas constituintes do pao, de
aumento na interacdo entre a fracdo de proteina e amido, de uma redistribuicdo da
agua no pao e de remocao de moléculas arométicas (DAL BELLO et al., 2007).
Microbiologicamente, o principal grupo de micro-organismos deteriorantes de
produtos de panificacdo sdo os fungos filamentosos ou bolores (DAL BELLO et al.,
2007).

Devido a elevada ocorréncia de fungos em produtos agricolas armazenados,
tais como trigo e milho (BIRO et al., 2009; PITT; HOCKING, 2009; CHEHRI et al.,
2010; EGLEZOS et al., 2010; ASADZADEH et al., 2014), a deterioracdo fangica € de
particular interesse para a industria de panificacdo (PITT; HOCKING, 2009) porque
esta diretamente ligada com a estabilidade dos paes. Este tipo de deterioracao esta
fortemente relacionada a alta atividade de agua deste produto. Além disso, o péo €
uma excelente fonte de carboidratos e apresenta uma estrutura porosa que facilita a
fixacdo de micélios fungicos.

A ocorréncia de bolores em alimentos constitui importante problema
econdmico. Na Europa Ocidental as perdas econdmicas relacionadas a presenca de
fungos no péo foram estimadas em mais de 200 milh6es de euros por ano (LEGAN,
1993). As perdas causadas pelo crescimento de fungos em produtos de panificagéo
podem variar entre 1% e 5%, dependendo da estacao do ano, do tipo de produto e do
modo de producdo (VEGA et al., 1998). Alem dessas perdas com a deterioragédo

alguns fungos séo potencialmente perigosos para a saude publica.
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3.2.1 Deterioracao fungica

A deterioracdo de paes por fungos ocorre a partir do aparecimento do micélio
visivel proveniente de pelo menos um esporo que se desenvolveu na superficie do
produto, evento este que pode ocorrer logo apés o término da germinacao e antes do
final da vida atil do produto, ocasionado rejei¢céo pelo consumidor (BAERT et al., 2007,
DAGNAS; MEMBRE, 2013). Além da aparéncia indesejavel, os fungos s&o
responsaveis por alteracbes nas caracteristicas sensoriais de sabor e odor dos
produtos (NIELSEN; RIOS, 2000), devido a producéo de exoenzimas, como lipases,
proteases e carboidrases (FILTENBORG et al., 1996).

Dentre os fungos mais isolados e relacionados com a deterioracéo de produtos
panificados estdo os do género Penicillium, Aspergillus, Fusarium e Rhizopus
(LEGAN, 1993), enquanto que as leveduras potencialmente deteriorantes pertencem
aos géneros Zygosaccharomyces, Candida e Debaryomyces (LEGAN; VOYSEY,
1991).

Alguns fungos séo capazes de resistir a tratamentos quimicos e também ao
uso de certos conservantes. Penicillium roqueforti € usado como micro-organismo
indicador em ensaios antifiingicos devido sua alta resisténcia aos conservantes
guimicos (CODA et al., 2008), e amplamente relacionado a deterioracdo de produtos
de panificacdo. Por exemplo, alguns micro-organismos do género Penicillium, podem
crescer na presenca de sorbato de potassio (DAVIDSON, 2001) e outros fungos
possuem a capacidade de degradar o sorbato (NIELSEN; DE BOER, 2000).
Penicillium polonicum, Penicillium chrysogenum, Penicilium paneum, Penicillium
albocoremium, Penicillium chermesinum, Penicillium carneum, Eurotium herbarioum,
Eurotium rubrum, Aspergillus parasiticus, Aspergillus versicolor e Penicillium
bialowiezense sao algumas espécies relacionadas com a deterioracdo fuangica em
alimentos assados (LAVERMICOCCA et al., 2000).

O nivel de esporos de fungos no ar comumente associado as industrias de
panificacdo pode variar entre 100 a 2500 esporos/m3 (CAUVAIN; YOUNG, 2007), e
ao se depositarem nas superficies dos paes ja assados podem predispor a
deterioracéo precoce. Aléem disso um elevado numero de esporos fungicos presentes
na farinha e nos graos, bem como as condi¢cdes de higiene e de processo podem
contribuir para contaminacgéo do produto final (COOK; JOHNSON, 2009).
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Por outro lado, a deterioragdo bacteriana de pao (‘rope”) é causada
principalmente por um micro-organismo chamado Bacillus subtilis (COLLIN et al.,
1991), que pode ser proveniente das matérias-primas, da atmosfera da padaria e das
superficies dos equipamentos (BAILEY; VON HOLY, 1993), tornando-se uma grande
preocupacdo, a nivel econdmico principalmente, na industria de panificacdo
(NIELSEN, 2003).

3.3 METODOS DE CONSERVACAO DE PAES

A deterioracao por fungos em paes é retardada pela adicdo de conservantes
quimicos, como &cidos propibnico, soérbico, acético e seus sais, geralmente
reconhecidos como seguros (GRAS). Estes sdo usados para suprimir o crescimento
de micro-organismos e para prolongar a vida util dos produtos de padaria (GOULD,
1996; LEGAN, 1993). As formas de sais sdo as mais comumente utilizadas pela
industria devido a sua alta solubilidade em agua e por ser de mais facil manuseio em
relagdo aos respectivos acidos corrosivos (BLACKBURN, 2006).

Os conservantes quimicos apresentam acao fungistatica, ndo sendo, portanto,
letais para os esporos. Estudos demonstraram que propionato de célcio, benzoato de
sédio e sorbato de potassio foram eficazes para inibir alguns fungos isolados a partir
de produtos de padaria, a pH 4.5, quando aplicado na concentracdo de 0,3%. O
sorbato de potassio também foi eficaz na concentragéo de 0,03% (MARIN et al., 2002).
Em altas concentracdes, e dependendo do espectro de acao, podem ocasionar perdas
de volume e efeitos adversos nas caracteristicas sensoriais dos paes (BLACKBURN,
2006).

Os conservantes mais comumente utilizados, nas industrias de panificacéo, séo
0s propionatos e sorbatos. O limite de concentracdo de cada conservante é controlado
pela legislacdo de cada pais. De acordo com a Unido Européia (UE), o &cido
propidnico e sorbico nas suas formas de sais podem ser utilizados na formulagéo de
pdes em concentracdes maximas de 3000 e 2000 ppm, respectivamente (UNIAO
EUROPEIA, 1995). No Brasil, ndo existe um limite maximo para adi¢do de

propionatos, enquanto os sorbatos podem ser dosados em concentragao
maxima de 0,1% na forma de acido nos paes (BRASIL, 1999).
Os propionatos sao incorporados na massa antes da etapa de mistura e

apresentam como principais vantagens a alta solubilidade, sabor neutro, baixa
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toxicidade, além do baixo efeito sobre as leveduras (BLACKBURN, 2006). Sua forma
de acéo esta relacionada com a liberacdo dos ions propionato e ions Ca?* e posterior
formacéao do acido propiénico, quando em contato com a agua, que é estimulada em
baixo pH. A presenca do acido provoca diminui¢&o do pH intracelular e inibe enzimas
e micro-organismos (LIN; CHEN, 1995).

3.4 BIOCONSERVACAO

A industria de panificacdo tem utilizado diferentes métodos de conservagao
afim de alcancar maior estabilidade microbiolégica nos produtos de panificacédo
durante a vida util. Dentre os métodos utilizados estdo as técnicas de controle de
contaminacao (matéria-prima, condi¢des de higiene, layout), controle da germinacgéo
seguido de crescimento (formulacdo, embalagem e condicdes de estocagem) e
técnicas de inativacdo dos contaminantes (durante processamento) (DAGNAS;
MEMBRE, 2013).

A busca pela estabilidade microbioldgica de produtos de panificagdo continua
sendo o foco de estudos e investigactes (BELZ et al., 2012; CORNEA et al., 2011;
DAGNAS et al., 2014; NAKHCHIAN et al., 2014), uma vez que a deterioracéo desses
produtos por fungos € responsavel por grandes perdas econdmicas (COOK;
JOHNSON, 2009).

Varias raz6es levaram a busca de novas alternativas para minimizar os riscos
associados a presenca ou a deterioracdo por fungos em alimentos, que incluem
demandas dos consumidores em relacdo a qualidade e seguranca dos alimentos e
ao aumento da preocupacdo do governo sobre as questdes ambientais e de
seguranca. O termo bioconservacao refere-se a vida Util prolongada e a seguranca
dos alimentos que utilizam em sua fabricacdo micro-organismos ou seus metabdlitos
(ROSS et al., 2002). Assim, esse conceito ocupa lugar de destaque, explorando o
uso de micro-organismos e/ou seus metabdlitos em diferentes processos

alimentares.

O uso de fermento natural é considerado um sistema natural de preservacao
para paes (GOBBETTI et al., 2014) devido a capacidade de melhorar a qualidade e
a vida util dos mesmos (ARENDT et al., 2007), de reduzir significativamente o nivel
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de aditivos quimicos empregados em panificacdo, de possuir vantagens tecnoldgicas
devido ao seu impacto na estrutura e em toda a gama de caracteristicas de qualidade
do pdo (RYAN; DAL BELLO; ARENDT, 2008).

3.5 FERMENTO NATURAL (SOURDOUGH)

Fermento natural € um ecossistema complexo, onde 0s micro-organismos,
leveduras e bactérias acido laticas em simbiose, estdo altamente adaptados as
condicBes ambientais (temperatura, pH, acidez, tendo a maltose como o carboidrato
fermentavel mais abundante e a frutose como um potencial receptor de elétrons),
para a producdo de antimicrobianos (VERA et al., 2009).

O fermento natural é resultante de uma cultura priméaria de agentes (bactérias
e fungos) encontrados no meio ambiente e na prépria farinha. E parte da preparacéo
do péo, feita em horas, dias, meses ou até anos antes da elaboracdo do pé&o.
Praticamente qualquer ingrediente com qualificacdo para sofrer fermentacdo pode
comecar uma massa de pao (CANELA-RAWS, 2006). A fermentacgéo obtida por esse
meétodo € mais longa e com tendéncia a aumentar a acidez causando produtos com
qualidade especifica e caracteristicas sensoriais diferenciadas. O fermento natural
pode ser de consisténcia firme, bastante liquido ou até, simplesmente, uma sobra de
massa de pdo. Alguns pré-fermentos, como também sdo chamados, contém sal,
outros ndo; alguns contém acucar. Outros contém certa quantidade de fermento
comercial, ou se iniciam com algumas bactérias que ocorrem naturalmente
(CANELA-RAWS, 2006).

O uso de fermentos naturais como forma de iniciacdo e de propagacao de
uma massa fermentada em processos de elaboracdo de pées, j4 tém uma longa
tradicdo e ainda desempenha um papel importante na melhoria da qualidade e
manutencdo da vida util destes produtos fermentados (ARENDT et al., 2007;
GOCMEN et al., 2007; KATINA et al.,, 2006). O uso de sourodugh tem sido
intensamente estudado nos ultimos tempos, devido a crescente procura dos
consumidores por alimentos contendo

menor quantidade de conservantes quimicos. Varios fermentos foram
desenvolvidos para aumentar a vida util e melhorar as caracteristicas sensoriais de

pao.
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De acordo com De Vuyst et al. (2014), o fermento natural pode ser considerado,
do ponto de vista microbioldgico, um ecossistema especifico e estressante,
caracterizando-se por apresentar baixo pH, altas concentracdes de carboidratos,
limitagdo de oxigénio e altas contagens de células de BAL (= 108 UFC.g') em
comparagdo com leveduras (= 10’ UFC.gl). O fermento natural, por natureza, é
composto por BAL que produzem, principalmente, acidos organicos e por leveduras
que produzem diéxido de carbono e etanol. De acordo com o tipo de pédo e da
qualidade exigida, os fermentos naturais s&o selecionados com base nas
propriedades metabdlicas especificas dos micro-organismos que habitam esse meio
fermentativo (GOBBETTI; GANZLE, 2007).

O sourdough exerce forte influéncia na textura dos produtos e apresenta outros
efeitos positivos nas propriedades tecnolégicas, nutricionais e funcionais dos paes
(ARENDT et al., 2007). Além disso, o uso do fermento natural proporciona 6tima
qualidade em sabor e conservac¢ao nos produtos finais obtidos (HAMMES et al., 2005).

O uso de sourdough na formulacao de paes (CORSETTI et al., 1998) melhorou
as caracteristicas globais e a utilizacdo de uma estirpe especifica de bactéria acido
latica juntamente com uma ou mais leveduras pode retardar o endurecimento
propiciando um aumento da vida util.

Muitas propriedades inerentes do sourdough devem-se a atividade metabdlica
da bactéria acido latica presente no processo, da qual podemos citar: fermentacao
latica, protedlise, sintese de compostos volateis e acdo antifungica (PLESSAS et al.,
2011). Além disso, outra vantagem desse método € a extensdo da vida util dos
produtos, devido a retencdo da umidade e aumento da acidez, o que contribui para o

controle microbiano e textura do pao (PLESSAS et al., 2012).

3.5.1 Micro-organismos presentes e compostos gerados no sourdough

O sourdough € caracterizado por um ecossistema microbiano complexo,
principalmente representado pelas bactérias lacticas e leveduras, cuja fermentacao
confere ao pdo suas caracteristicas, tais como a palatabilidade e alta qualidade
sensorial (CORSETTI; SETTANNI, 2007). Apesar das BAL nao sobreviverem ao

forneamento, a presenca das mesmas durante a elaboragdo dos produtos de
panificacdo produz acidos organicos e outros compostos que contribuem

grandemente para o sabor (WANG et al., 2012). As bactérias do acido latico podem
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ser divididas em dois grupos: (1) homofermentativas, que produzem principalmente
acido lactico, e (2) heterofermentativas, que produzem, além de acido lactico, uma
qguantidade consideravel de etanol, acido acético e didxido de carbono (LIU, 2003).
Ambas as espécies de bactérias (homofermentativas ou heterofermentativas) sao as
gue mais contribuem para o processo de acidificacdo da massa, enquanto as
leveduras séo as principais responsaveis pela fermentacdo. A razado entre bactérias
lacticas e leveduras na massa acida é geralmente 100:1 (OTTOGALLI et al., 1996).

A escolha pelos micro-organismos certos para uma fermentacéo natural esta
intrinsicamente ligada com o objetivo desejado, ou seja, com 0 que realmente se
espera de resultado final optando entre a producdo de acidos e aromas ou o da
fermentacao propriamente dita (PLESSAS et al., 2011). Tomamos como exemplo a
fermentacdo de gréos de centeio, onde o0 que se espera é a queda acentuada de pH
para deixar a massa mais elastica. Dessa forma, apenas o uso de bactérias produtoras
de &cido latico é suficiente. Todavia se o interesse é uma fermentacdo que agregue
sabor e aumento de volume aos produtos acabados, entdo se faz necesséario a
incorporacao tanto de uma bactéria acido latica para a geracéo de compostos volateis
guanto de cepas de leveduras capazes de produzir gas carbonico para a aeracao da
massa (BRANDT; HAMMES, 2001).

Em produtos como o panetone, por exemplo, € necessario uma fermentacéo
natural contendo leveduras e bactérias acido laticas. Mas se o0 processo fermentativo
ocorrer em temperaturas na faixa de 25-30 °C é necessario quantidade elevada de
sourdough nas fermentacdes intermediarias (OTTOGALLI et al., 1996).

3.6 BACTERIAS ACIDO LATICAS

As BAL sdo micro-organismos cujo metabolismo diverso e a capacidade de
produzir compostos antifiUngicos naturais tornam-se uma alternativa bioldgica versatil,
tecnicamente viavel e com alta relacdo custo/beneficio para o controle de fungos
(SCHWENNINGER et al., 2005).

Devido as suas necessidades nutricionais, as bactérias acido laticas sdo
geralmente cultivadas em meios enriquecidos e sdo encontrados em produtos lacteos,

em carnes, produtos derivados de carne e produtos a base de cereais (CARR
et al., 2002). Estas bactérias sdo divididas principalmente em quatro géneros:

Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc e Pediococcus. Elas sdo tradicionalmente
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utilizadas como conservantes para evitar a deterioracdo e para estender a vida Gtil de
muitos alimentos.

Esses micro-organismos desempenham um papel fundamental na fermentacao
de alimentos, contribuindo ndo apenas para o desenvolvimento das propriedades
sensoriais desejadas no produto final, mas também para a sua seguranca
microbiolégica (SMAOQOUI et al., 2010). De acordo com Magnusson et al. (2003), trés
mecanismos podem explicar a eficacia antimicrobiana destes micro-organismos: a
producdo de acidos orgéanicos, a competicdo por nutrientes e a producdo de
compostos antagonicos.

O efeito antimicrobiano das bactérias acido laticas estd essencialmente
relacionado com a producéo de acidos latico, acético, propidnico, sérbico, benzdico,
de peroxido de hidrogénio, diacetil, etanol, fendis e compostos protéicos sendo,
algumas cepas, capazes de sintetizar substancias antimicrobianas como as
bacteriocinas (DALIE et al., 2010).

Entretanto, o0 uso das bactérias acido laticas necessita de um estudo
aprofundado sobre os pardmetros que modulam suas propriedades antifingicas.
Vérios sdo os parametros, incluindo a temperatura, o tempo de incubacéo, o meio de
crescimento, o pH e os fatores nutricionais (BATISH et al., 1997) que afetam esta
capacidade. Os estudos realizados por Sathe et al. (2007) demonstraram que a
atividade antifungica de Lb. plantarum CUK501 era méxima a 30 °C, quando a cultura
encontrava-se no final da sua fase logaritmica de crescimento. Esses resultados foram
consistentes com os obtidos anteriormente por Batish et al. (1990), que observaram
gue a atividade antifingica de uma estirpe de Lb. acidophilus era maxima a 30 °C
apos 48 horas de incubacdo, ao passo que o aumento do periodo de incubacgéo
resultou numa menor atividade antifungica. Esta diminui¢éo foi relacionada com a
metabolizacdo de compostos ativos ou a sua degradacao enzimatica.

O meio de cultura no qual o micro-organismo sera inoculado pode modular
significativamente o metabolismo dos compostos antifungicos gerados pelas BAL
(BATISH et al., 1990; ROY et al., 1996).

A atividade antifungica proveniente da incorporacdo de sourdough as massas
vem sendo descrita e, como exemplo, Belz et al. (2012) abordaram a viabilidade da

reducdo de sal (NaCl) em péaes de trigo com foco no aumento do prazo de
validade e a compensacdo usando sourdough bem como a combinacdo com

conservantes quimicos. A adicdo de sourdough prolongou a vida util em até 14 dias,
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enquanto que a adicao de 0,3% de propionato de calcio mostrou ser eficaz contra a
deterioracdo fungica apenas até 12 dias.

A eficacia antifangica das BAL pode ser reforcada com ligeiro aumento da
concentracédo de NaCl (de 0,5% a 3%) no meio de crescimento para Lb. rhamnosus
(EFFAT et al., 2001), o que pode estar relacionado com um efeito sinérgico entre o
NaCl com os acidos organicos e as substancias antifungicas metabolizadas pelas BAL
(EFFAT et al., 2001). O pH também exerce forte influéncia sobre a producédo de
compostos antifungicos pelas BAL (BATISH et al., 1997; SATHE et al., 2007). Estudos
relatam (BATISH et al., 1997; CORSETTI et al., 1998) que a faixa 6tima de pH para a
producdo desses compostos esta situada entre 5,0 e 6,0.

Muitos sdo os compostos liberados pelas BAL. Como o proprio nome ja diz, o
acido latico e o acético sdo os principais produtos da fermentacao dos carboidratos
pelas BAL. Estes acidos, geralmente reconhecidos como agentes seguros para a
preservacao de alimentos, difundem-se através da membrana dos micro-organismos
alvo (PIARD; DESMAZEAUD, 1991) e, em seguida, reduzem o pH citoplasmatico
inativando a maior parte das atividades metabdlicas dos micro-organismos de
interesse.

O acido acético, por ter uma constante de dissociacao alta, foi descrito como
sendo mais eficaz do que o acido latico e €, de longe, o melhor inibidor de crescimento
de bolores (BATISH et al., 1997). No entanto, existem autores (GEREZ, et al., 2009;
LAVERMICOCCA et al., 2000; MAGNUSSON et al., 2003; STROM, et al., 2002) que
descrevem a atividade antifungica de outro acido organico proveniente das bactérias
acido laticas, como o acido fenilatico que foi capaz de inibir o crescimento de
Penicillium expansum IDM/FS2, Aspergillus niger FTDC3227 e DM1i, A. flavus
FTDC3226 e Fusarium graminearum IDM623, a uma concentragdo de cerca de 50
mg/mL (LAVERMICOCCA et al., 2000).

Em estudo realizado por Cizeikiene et al., (2013) cepas produtoras de acidos
organicos e bacteriocinas (Lactobacillus sakei KTUO05-6, Pediococcus acidilactici
KTUO5-7, Pediococcus pentosaceus KTU05-8, KTUO05-9 e KTUO05-10) foram utilizadas
na preparacao da massa fermentada para pao contra micro-organismos indesejaveis
na induastria de alimentos, mostrando atividade fungicida e fungistatica contra
Fusarium culmorum, Penicillium chrysogenum, Aspergillus fumigatus, A. versicolor, P.

expansum e A. niger. Este trabalho indica que estas bactérias podem ser amplamente
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utilizadas na industria de alimentos como bioconservantes, devido ao seu amplo
espectro de inibicao.

O uso de Lb. plantarum, Lb. brevis CR772 e Lb. brevis CRL 796 na formulacao
de culturas iniciadoras juntamente com Saccharomyces cerevisiae foi estudado para
melhorar significativamente a qualidade do péo e evitar a deterioracao por fungos
(GEREZ et al., 2009). A reducdo de NaCl em pao de trigo utilizando sourdough e a
comparacao com paes contendo conservante quimico foi estudada. Os autores (BELZ
et al., 2012) realizaram challenge tests usando fungos comumente encontrados nas
padarias tais como P. expansum, F. culmorum e A. niger. Neste estudo, a reducéo de
NaCl diminuiu o prazo de validade por 1-2 dias. Os resultados deste estudo indicam
que a adicdo de fermento natural elaborado com uma cepa antifingica especifica
(Lactobacillus amylovorus DSM 19280) pode substituir a adicdo de conservantes
guimicos e compensar o nivel reduzido de NaCl garantindo a estabilidade dos
produtos (BELZ et al., 2012).

3.6.1 Lactobacillus fermentum

As bactérias lacticas sdo descritas como Gram positivas, hdo esporogénicas,
catalase negativa, citocromo ausente, ndo aerObia, mas aerotolerante, exigente
quanto aos fatores nutricionais, tolerante a acido e estritamente fermentativa sendo a
formacao de &cido latico o principal produto da degradacao do aglcar (ALVARENGA,
2008). Desenvolvem-se em meio ligeiramente acido, com pH entre 4.4 e 6.4 e em
condicbes microaerdfilas. As bactérias pertencentes ao género Lactobacillus
apresentam uma grande importancia na industria alimenticia, e principalmente na
panificacdo, pois as mesmas sao utilizadas como culturas iniciadoras em processos
fermentativos (TORRIERI et al., 2014).

O género Lactobacillus pode ser dividido em trés grupos distintos quanto ao
modo como realizam a degradacao dos carboidratos (KANDLER; WEISS, 1986):

* Homofermentativos obrigatorios: através da via de Embden-Meyerhof
convertem 1 mol de hexoses em 2 moles de &cido lactico. Nao fermentam pentoses

ou glucanato;

* Heterofermentativos facultativos: realizam a fermentacdo de forma

semelhante ao grupo homofermentativo, contudo, algumas espécies produzem outros
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acidos (acético) em condicdes limitantes de glicose. Convertem pentoses em acido
lactico e acético via fosfocetolase indutivel;

Oliveira et al. (1995) referem-se a espécie Lb. fermentum, como sendo
bastonetes de 0,5 a 0,9 mm de largura e comprimento variavel, apresentam-se
isolados e aos pares, Gram-positivos, ndo esporulados e raramente com motilidade.
Também apresenta as seguintes caracteristicas fisiologicas: sdo anaerébios
facultativos, heterofermentativos, apresentam catalase negativa, com temperatura
otima entre 30 °C e 40 °C e pH 6timo na faixa de 5,5 a 5,9. A espécie Lb. fermentum
compreende muitas linhagens e a maior parte delas fermenta frutose, galactose,
glicose, gluconato, lactose, maltose, manose, melobiose, rafinose, ribose e sacarose,
porém determinadas espécies também fermentam arabinose, celobiose, trealose e
xilose (KANDLER; WEISS, 1986).

Durante o processo de fermentacdo do acucar, podem ser produzidos acidos
D-lactico e L-lactico, ou ainda a mistura racémica dos isbmeros em proporcdes
variaveis. Tal aspecto é decorréncia da existéncia de enzimas desidrogenases lacticas
esteroespecificas, produzindo separadamente os isdbmeros D e L (COSTA, 2006).
Estudos comprovam que a utilizacdo de L. fermentum na elaboracédo do sourdough
em pades é benéfico para o controle da deterioracdo fungica em paes podendo
prolongar a vida util desses produtos (FAZELI et al., 2004). Os autores (HALM et al.,
1996) perceberam que quando utilizavam L. fermentum na fermentagdo da massa o
pH atingia um valor de 3,7 em 24h ao contrario do que se conseguia com 48h de

fermentacdo em um sourdough espontaneo.

3.7 LIOFILIZACAO

A liofilizagdo também denominada por outras nomenclaturas, como
criodesidratacdo, criosecagem ou criodessecagdo (GARCIA, 2009) € um método
frequentemente aplicado na industria farmacéutica e de alimentos visando proteger
varios compostos bioativos contra diversos fatores fisico-quimicos (SOLANKI et al.,
2013).

E um processo no qual uma substdncia passa pelos processos de
congelamento inicial, reducéo da quantidade de agua através da secagem primaria

(por sublimacéo) e secundaria (por dessorcao), para valores que impecam
atividade biologica e reacdes quimicas. Ou seja, € um processo diferenciado de
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desidratacdo de produtos, pois ocorre em condicdes especiais de pressdo e
temperatura, possibilitando que a agua previamente congelada (estado solido) passe
diretamente ao estado gasoso (sem passar pelo estado liquido), ou seja, a mudanca
de estado fisico ocorre por sublimacao (GARCIA, 2009).

O processo de liofilizagdo mostra-se eficiente comparado com outros meios de
desidratacéo, frente caracteristicas como concentracéo do produto, perda de volateis,
decomposicao térmica, acdes enzimaticas e desnaturacdo de proteinas, por isso
merece destaque (GARCIA, 2009). Na industria de alimentos, os produtos naturais
desidratados por liofilizacdo estdo atualmente ocupando o mais alto patamar de
qualidade e praticidade nos meios industriais, substituindo com vantagens na
praticidade os produtos “in natura” e em qualidade, os produtos sintéticos (EBLSA,
2011).

A liofilizacdo € uma das técnicas amplamente utilizadas para secar bactérias e
€ considerada como um processo de desidratacdo mais leve devido a capacidade de
manter alto nivel de viabilidade celular (CHEN et al., 2017). Alguns probiéticos, como
Bifidobacterium longum (AMINE et al., 2014), Bifidobacterium animalis (DIANAWATI;
SHAH, 2011) e Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (HALIM et al., 2017) foram
encapsulados antes do processo de liofilizacdo, para produzir uma forma probiotica
seca que seja mais facil para o armazenamento a longo prazo.

As preparacoes liofilizadas apresentam mais vantagens do que as preparacdes
feitas por outras técnicas, em termos de preservacao em longo prazo, juntamente com
a conveniéncia no manuseio, armazenamento, comercializacdo e aplicacdo. E o
método mais adequado e bem sucedido de preservacdo de bactérias probidticas,
leveduras e fungos esporulantes, reduzindo a atividade da agua pela remocao de
agua (CHEN et al., 2017). Além disso, o material liofilizado pode ser mantido sob
atmosfera de vacuo, diminuindo o metabolismo celular e as reacdes enzimaticas.
Mesmo existindo alguns micro-organismos que possam ser liofilizados sem
significativas perdas de viabilidade, esse método causa danos as células microbianas,
podendo alterar a taxa de sobrevivéncia de determinados micro-organismos apoés a
sua reidratacdo (MORGAN et al., 2006).

Como forma de contornar esses problemas, particular atencéo tem sido dada
ao estudo de crioprotetores, como carboidratos, proteinas e polimeros, com vistas a

aumentar a resisténcia das células bacterianas dessecadas. Esses agentes

protetores podem ser adicionados durante o crescimento celular, ou antes, dos
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processos de congelamento e liofilizacdo, sendo a utilizacdo diferenciada para os
distintos grupos de micro-organismos (HUBALEK, 2003; MORGAN et al., 2006).

Os micro-organismos que sdo naturalmente capazes de sobreviver a
desidratacdo acumulam acuUcares intracelularmente, principalmente dissacarideos
como a trealose e a sacarose (OLIVER et al., 2002). Essas moléculas de acucares
podem substituir moléculas de agua intracelulares que hidratam proteinas e
membranas, prevenindo a desnaturacdo de proteinas e a transicdo da fase liotropica
dos lipideos das membranas (LESLIE et al., 1995; OLIVER et al., 2002).

3.7.1 Agentes crioprotetores

Um bom agente protetor deve proporcionar protecdo as células durante o
processo de congelamento, propiciar rapida secagem e fornecer boa matriz para
permitir a estabilidade e facilidade de desidratacdo (COSTA et al., 2000). A matriz
mais estudada na producdo de materiais de referéncia destinados a ensaios
microbiolégicos em alimentos € o leite, devido causa de suas propriedades
crioprotetoras intrinsecas (ROSAS et al., 2010; BRANDAO et al., 2013). A sacarose
foi selecionada entre os diferentes aditivos crioprotetores por ser o glicidio mais
frequentemente utilizado na criopreservacdo de bactérias (HUBALEK, 2003). Os
dados da literatura mostram que os materiais produzidos em matriz leite liofilizado sé&o
estaveis por periodos de até 237 dias, se estocados a temperatura menor ou igual a -
70 °C (INCQS, 2012).

Os acucares utilizados como crioprotetores substituem a agua estrutural das
membranas das células apds a desidratacao e também impedem o desdobramento e
a agregacao das proteinas por ligacdes (pontes de hidrogénio) com os grupos polares
das proteinas (COSTA et al., 2000).

A trealose foi 0 melhor agente protetor para as células de Pantoea agglomerans
CPA-2, quando sujeito a liofilizacdo (com mais de 80% de viabilidade), seguido da
sacarose e lactose (COSTA et al., 2000). De acordo com esses autores, o0s altos
indices de viabilidade ap6s o processo de secagem podem ser explicados pela
capacidade desses acucares prevenirem a ligagdo da agua intracelular evitando a
formacéao de cristais de gelo extracelular que poderiam danificar e agredir a parede da

célula.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Farinha de trigo refinada

Foi utilizado aproximadamente 200 kg de farinha de trigo refinada da marca
Renata® (Moinho Selmi, Sumaré, Sdo Paulo) e 10 kg de farinha integral de trigo
(CISBRA, Panambi, RS). A farinha de trigo refinada foi o insumo mais importante para
o desenvolvimento da pesquisa, pois a partir dela foi elaborado o sourdough que teve
cepas selecionadas e, foi utilizada como ingrediente de maior peso na formulacao dos
panetones. Por se tratar de um material tdo importante, algumas analises foram
realizadas para caracterizacdo dos parametros fisico-quimicos e reoldgicos da farinha
de trigo refinada para sua posterior utilizagdo nas demais etapas do processo. Na
farinha de trigo integral apenas inspecéao visual foi realizada devido seu teor de fibras
dificultar a obtencéo de certos parametros tecnoldgicos. Os aparelhos, equipamentos
e resultados dessas andlises de caracterizagdo encontram-se nos Apéndices, ao final
dessa tese.

4.1.2 Reagentes, materiais e utensilios para a liofilizacao

Para a liofilizagdo foram adquiridos vidros (com capacidade de 8 mL) e tampas
de borracha para liofilizagcdo. A sacarose (marca Dinamica) foi fornecida pelo
Laboratério de Microbiologia de Alimentos da UFSM. A trealose P.A (TREHA™) foi
adquirida pela empresa Tovani (Lote 3G291).

4.1.3 Insumos da formulagéo do panetone

Foi fornecido 25 kg de gordura hidrogenada Tri Cake 13 LT pela Triangulo Alimentos.
A empresa Granolab cedeu a enzima Spring Light (composta de alfa-amilase fingica),

o gluten vital, os emulsificantes, o acido ascorbico, o sorbitol e o datem em po para a
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realizacdo dos testes com a formulagédo. A acucareira Bela Vista forneceu 75 kg de
acucar, sendo 50 kg cristal e 25 kg refinado. O aroma de panetone

foi fornecido pela empresa Vitaqualy e Bell. As gemas pasteurizadas foram fornecidas
pelas empresas Shinoda e fermentos Itaiquara. As formas de papel para os panetones
foram doadas pela Top Line. Foram adquiridos no comeércio local os seguintes
insumos: sal refinado iodado, agua mineral, fermento comercial instantaneo e frutas

cristalizadas.

4.2 METODOS

4.2.1 Producao do fermento natural liofilizado

O fermento natural liofilizado (FNL) foi produzido a partir da mistura de farinha
de trigo e farinha de trigo integral na propor¢céao de 50% durante um periodo de 14 dias
conforme trabalho publicado no artigo 2 (STEFANELLO et al., 2018).

4.2.2 Viabilidade do FNL

A liofilizacéao foi utilizada como método de secagem. Para tanto, foi utilizado um
agente crioprotetor (trealose) com o objetivo de maximizar a viabilidade dos micro-
organismos presentes no sourdough. A trealose foi utilizada em concentracfes de 10
e 15 % para verificar seu efeito crioprotetor nas células dos micro-organismos. Antes
da liofilizacdo, o fermento natural foi dividido em béqueres contendo 600 g cada e a
trealose foi adicionada conforme segue: 0 g no béquer FNL 0; 60 g de trealose no
béquer FNL 10%; 90 g de trealose no béquer 15%. O material (fermento natural +
trealose) foi misturado e dividido em por¢cées menores de aproximadamente 50 g e
distribuidos em pequenos frascos para entdo serem ultracongelados (12 h / -80 °C)
em ultrafreezer. No dia seguinte, todo o material foi liolizado. A Figura 1 (a,b)
representa a etapa de pesagem e acondicionamento bem como o aspecto final do
FNL apos o processo de secagem (Fig 1 — c).

Apbs a liofilizag&o, os fermentos naturais foram triturados em moinho analitico
para obtencdo de um po, e posteriormente, foram armazenados e conservados em
embalagens metalicas ao abrigo da luz e umidade para conservacao. As analises

microbioldgicas foram efetuadas logo apos a adicéo de trealose nos tratamentos FNL



39

10 e FNL 15 como também no FNL 0 (sem adicéo de trealose). Para calcular a
viabilidade celular em porcentagem foi necessario expressar os resultados em Log
UFC/g das contagens microbiologicas de bactérias acido laticas e de leveduras (antes
e depois), apos inserir os dados na formula a seguir (Equacgéo 1).

Log urce depois 1)
Viabilidade (%) = — x 100

Log——antes
97g

Figura 1. Etapa de pesagem dos fermentos naturais antes da liofilizacao (a-b) e aspecto final apds
processo de secagem (c).

4.2.3 ldentificagdo molecular dos micro-organismos

Para o isolamento de bactérias acido laticas (BAL) e de leveduras, 1 grama de
cada amostra foi diluida em 10 mL de solucéo salina 0,85%, em condi¢des assépticas,
sendo realizadas diluicGes seriadas até 108 De cada uma delas, foram inoculados
100 pL em duplicata nos meios de cultivo M17, Man, Rogosa e Sharpe (MRS) (de Man
et al., 1960) e Potato Dextrose agar (PDA). Os cultivos foram incubados entre 24 e
48h em camaras de anaerobiose, com excecdo daqueles em meio PDA, a 37°C,
periodo apés o qual os micro-organismos morfologicamente distintos foram isolados
em novas placas de M17, MRS e PDA, de acordo com o seu meio de crescimento
preferencial de origem (LHOMME et al., 2015).

O DNA total dos isolados foi extraido através do método do fenol-cloroférmio e
o fragmento do gene ribossomal do 16S (rDNA 16S) ou a regido espacadora
intergénica (ITS), que separa as regides 18S e 28S do gene do rDNA, no caso das
leveduras, e foram utilizados nas amplificagdes por PCR (LHOMME et al., 2015). Para
a reacdo de PCR do rDNA 16S, foi utilizado os primers universais 27F (5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') e 1525R (5- AAGGAGGTGWTCCARCC-3)).
(LANE, 1991). As reacdes foram realizadas sob as seguintes condi¢des: desnaturacao
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inicial a 94 °C por 4 minutos, seguido por 30 ciclos de desnaturacédo a 94 °C por 1
minuto, anelamento a 55 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 2 minutos,
seguidos por uma fase de extensao final a 72 °C por 10 minutos. Para a amplificacédo
do fragmento da regido ITS das amostras de levedura, foram utilizados os primers
ITS1(5 -TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-
3") (WHITE et al. 1990), nas seguintes condi¢des: desnaturacao inicial a 94 °C por 2
minutos, 30 ciclos de 94 °C por 45 segundos, 55 °C por 30 segundos, 72 °C por 35
segundos e anelamento final a 72 °C por 10 minutos.

Os produtos das amplificacbes foram purificados e enviados para
sequenciamento no laboratério ACTGene (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto
Alegre, RS, Brasil) no sequenciador automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer.
Os dados do sequenciamento foram coletados através do software Data Collection
v1.0.1 (Applied Biosystems). As sequéncias obtidas foram alinhadas no programa
CLUSTAL-X (THOMPSON et al., 1997) e editadas do programa BioEdit 7.0.5.3 (HALL,
1999) para a geracdo dos seus contigs (sequéncia consensual de DNA).
Posteriormente, as sequéncias foram submetidas ao algoritmo de busca por
similaridade BLAST do banco de dados GenBank, afim de determinar a sua
identidade.

4.2.4 Manutencao das cepas identificadas

As cepas isoladas foram repicadas para tubos de ensaio contendo agar
inclinado com o meio preferencial de crescimento (Quadro 1). Os tubos contendo as
cepas isoladas foram preenchidos com 6éleo mineral, foram rosqueados e selados com
parafilime. Os tubos contendo as cepas foram mantidos refrigerados,
preferencialmente na faixa entre 5 e 8°C (MURRAY, 2003) para minimizar o efeito da

desidratacéo e ao abrigo da luz.

4.2.5 Deposito das cepas identificadas na colecdo Adolfo Lutz

Foi depositado no Nucleo de Colegdo de Micro-organismos — NCMO do
Instituto Adolfo Lutz (IAL), 06 linhagens, oriundas da Universidade Federal de Santa
Maria - RS. Apdés os processos de manutencdo e autenticacdo as linhagens
receberam o acrénimo de acesso na colecdo do NCMO, conforme a Tabela 1.
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Quadro 1. Cepas identificadas no fermento natural e meio utilizado para a manutencao

Identificacéo Micro-organismo Meio utilizado
RF 01 Pediococcus pentosaceus M17
RF 02 Lactobacillus fermentum MRS
RF 03 Lactobacillus fermentum MRS
RF 04 Pediococcus pentosaceus M17
RF 10 Enterobacter sp. M17
RF 11 Escherichia coli M17
RF 12 Enterobacter cloacae M17
RF 13 Enterobacter cloacae M17
RF 14 Streptomyces sp. BDA
RF 15 Enterobacter cloacae M17
RF 17 Pseudomonas sp. BDA
RF 20 Candida glabrata BDA
RF 22 Meyerozyma guilliermondii BDA
RF 25 Pediococcus pentosaceus MRS
RF 29 Enterobacter sp. MRS
RF 30 Pediococcus pentosaceus MRS
RF 32 Lactobacillus plantarum MRS
FN 10 Saccharomyces cerevisiae BDA
FN O Wickerhamomyces anomalus BDA

Tabela 1. Linhagens depositadas no Nucleo de Colecdo de Micro-organismos do IAL.

Linhagem Numero IAL Data do depdsito
Wickerhamomyces anomalus IAL 4533 17/11/2016
Saccharomyces cerevisae IAL 4539 17/11/2016
Candida glabrata IAL 4540 17/11/2016
Lactobacillus fermentum IAL 4541 17/11/2016
Lactobacillus plantarum IAL 4542 17/11/2016
Pediococcus pentosaceus IAL 4543 17/11/2016
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4.2.6 Crescimento e multiplicacédo das cepas identificadas

De acordo com a nomenclatura e acrénimo de acesso recebido da colecdo do
NCMO (Tabela 1) foram escolhidas as cepas Lactobacillus fermentum IAL 4541 e
Wickerhamomyces anomalus IAL 4533 para desenvolvimento e pesquisa. As duas
cepas escolhidas foram liofilizadas e usadas para o estudo de manutencao por um
ano. As cepas escolhidas também foram utilizadas nas demais etapas dessa tese,
incluindo elaboracgéo dos diferentes sourdough e preparo do panetone.

Primeiramente as cepas foram cultivadas em caldo nutritivo, apés 48 horas
foram centrifugadas (4 °C/ 15 min/ 6240 rpm) e posteriormente distribuidas em frascos
estéreis contendo solucdo estabilizadora. Os resultados desse ensaio nao foram
positivos, devido as contagens insatisfatérias. Diluicdes até 10-2* foram realizadas e
as contagens apresentaram-se irregulares, por isso foi escolhido trabalhar com outra
metodologia.

As cepas de L. fermentum IAL 4541 foram cultivadas anaerobicamente em agar
MRS (Man, Rogosa e Sharpe) a 37 °C por 48 horas (MEROTH et al., 2003). A partir
do tubo contendo o isolado puro foram realizados repiques para placas, utilizando o
método do estriamento para se obter crescimento uniforme do micro-organismo de
interesse. Apds crescimento em placa (contendo agar MRS e incubacéo a 37 °C por
48 horas) o inéculo de L. fermentum IAL 4541 foi preparado a partir da raspagem de
todo o crescimento em placa e transferido, com alca, para frascos estéreis contendo
as solucbes estabilizadoras para serem liofilizadas (as solucfes serdo descritas a
seguir). Apds, os frascos contendo as células de L. fermentum IAL 4541, foram
vigorosamente agitados em vortex por 30s, congelados (a -20 °C por 24 horas) e
preparados para a liofilizacdo (conforme sessdo abaixo). Contagens microbioldgicas
foram realizadas no inéculo que foi obtido através da raspagem de 1 placa para 1
frasco na proporcéo de 1:1 e o resultado ficou entre 10%° e 10! UFC de L. fermentum
IAL 4541 por mL.
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As cepas de W. anomalus IAL 4533 foram cultivadas em Sabouraud Dextrose
agar (SDA) a 25 °C por 72h (ANJUN et al., 2008). A partir do tubo contendo o isolado
puro foram realizados repiques para placas, utilizando o método do estriamento para
se obter um crescimento uniforme do micro-organismo de interesse. Ap0s o
crescimento em placas, as cepas foram recolhidas com auxilio de al¢a de platina para
frascos estéreis contendo as solucdes estabilizadoras para serem liofilizadas. Nesse
caso em especial, uma placa com o crescimento foi dividida para 3 frascos estéreis.
ApGs, os frascos contendo as células de W. anomalus IAL 4533, foram vigorosamente
agitados em vortex por 30s, congelados (a -20 °C por 24 horas) e preparados para a
liofilizacao (conforme sessédo abaixo). Contagens microbioldgicas foram realizadas no
indculo, que foi obtido através da raspagem de 1/3 placa para 1 frasco na proporcao
de 1:3 e o resultado ficou entre 10° e 10'° UFC de W. anomalus IAL 4533 por mL. A

Figura 2 detalha com imagens essa metodologia.

Figura 2. Obtencao do inéculo de Lactobacillus fermentum IAL 4541 e Wickerhamomyces anomalus
IAL 4533 para liofilizagdo. Fonte: préprio autor.

4.2.7 Solucdes crioprotetoras e liofilizacdo de Lactobacillus fermentum ial 4541
e Wickerhamomyces anomalus ial 4533

Foram utilizadas algumas solu¢des com a finalidade de proteger as células de
Lactobacillus fermentum IAL 4541 e Wickerhamomyces anomalus IAL 4533 durante o
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congelamento e posterior liofilizagdo. As solucdes crioprotetoras testadas foram
sacarose 10%, trealose 5%, leite desnatado 10% e leite desnatado 10% mais
glutamato monossaodico 5% e agua peptonada 0,1% como controle. A agua peptonada
0,1% foi autoclavada por 15 min a 121 °C. As solugdes contendo trealose e sacarose
nao foram esterilizadas. Foi utilizado agua destilada estéril para dissolver os acucares
garantindo a menor contaminacéo possivel. A solucdo contendo 5% de trealose foi
filtrada em filtros de 0,22um (BIOFIL®) e a solucdo contendo 10% de sacarose foi
filtrada em filtros de 0,45um (KASVI K18-430). Os meios contendo leite desnatado
passaram por processo de tindalizacdo. Esse processo foi realizado duas vezes e da
seguinte forma: primeiramente os frascos contendo as solu¢cdes foram esterilizados
em autoclave com o calor do vapor fluente (100 °C por 30 minutos) porém em uma
baixa pressao (sem fechar as valvulas do registro), a seguir os frascos contendo as
solucdes foram rosqueados e resfriados por 24 horas antes de repetir 0 procedimento.
O preparo dessas solucdes foi feito de acordo com Zayed e Roos (2004) e Rosas et
al. (2010).

Apébs a multiplicacdo das cepas conforme procedimento descrito no item 4.2.6
os inoculos de L. fermentum IAL 4541 e W. anomalus IAL 4533 foram transferidos
para frascos especificos para liofilizacdo contendo 3 mL das solucdes crioprotetoras
e também com o tratamento controle (Agua peptonada 0,1%). Inicialmente os frascos
foram mantidos a -20 °C por 24 horas, depois foram transferidos para um ultrafreezer
a temperatura aproximada de -80 °C (Thermo, EUA) por uma noite e, em seguida,
submetidos a um ciclo de liofilizacdo (SANTURIO et al., 2009) de no minimo 18 horas
em temperatura inferior a — 40 °C (K105, Liotop, Brasil). Em seguida, os frascos foram
vedados com Parafilm® e mantidos a temperatura ambiente, dentro de uma caixa de

isopor.

4.2.8 Viabilidade de Ib. Fermentum ial 4541 e w. Anomalus ial 4533 durante 365

dias em temperatura ambiente

A viabilidade celular de Lb. fermentum IAL 4541 e W. anomalus IAL 4533 ap0s
0 processo de liofilizagdo foi monitorada durante um ano com armazenamento em
temperatura ambiente, conforme procedimentos descritos por Brandéo et al. (2013).
Antes do ensaio microbioldgico, os frascos contendo as cepas liofilizadas foram

reconstituidos com 3 mL de caldo MRS e caldo SDA para Lb. fermentum IAL 4541 e
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W. anomalus IAL 4533, respectivamente. Os frascos foram vigorosamente
agitados em vortex por 2 min e mantidos em repouso por 20 min. Foram preparadas
diluicdes

decimais e estas foram semeadas, em triplicata, em placas contendo 4gar MRS
para L. fermentum IAL 4541 e agar SDA (glucose 20g/L; yeast extract 5g/L; peptone
10 g/L; agar 20 g/L) para W. anomalus IAL 4533. As placas foram incubadas a 35 °C
por 72 h para L. fermentum IAL 4541 e 30 °C por 48 h para W. anomalus IAL 4533.
Os resultados foram expressos em numero de unidades formadoras de colbnias
(UFC) por mL. Os valores médios das trés placas foram relatados.

As andlises microbiolégicas foram realizadas antes da liofilizacao (P0), depois
da liofilizacdo (P1), depois de 30 dias (P30), depois de 60 dias (P60), depois de 90
dias (P90), depois de 120 dias (P120), depois de 210 dias (P210) e apds 365 dias
(P365). A viabilidade celular (em %) foi calculada segundo metodologia de Huang et
al. (2006) pela Equacdo 1 mediante a divisdo dos valores encontrados apés a
liofilizacdo pelos valores encontrados antes de liofilizar, multiplicado por 100 (YANG
et al., 2012).

4.2.9 Preparo de sourdough com as cepas selecionadas

As cepas utilizadas foram Lb. fermentum IAL 4541 e W. anomalus IAL 4533,
selecionadas de acordo com suas atividades antifingicas (CODA et al., 2011; FAZELI
et al., 2004). As cepas de Lb. fermentum IAL 4541 e W. anomalus IAL 4533 liofilizadas
foram cultivadas em frascos Erlenmeyer contendo 100 mL de caldo MRS e YM, e
incubadas por 24 horas a 30 °C e 25 °C, para Lb. fermentum IAL 4541 e W. anomalus
IAL 4533, respectivamente, segundo metodologia descrita por Paramithiotis et al.
(2005). Os sourdoughs foram preparados conforme metodologias de Minervini et
al.(2010), Edema (2011) e Torrieri et al. (2014), com modifica¢des. Foi feita uma
mistura de farinha de trigo, agua mineral e uma suspensédo de células contendo os
micro-organismos escolhidos contendo contagem de células viaveis de 10°-10'!
UFC/g de bactérias acido laticas e 10°-101° UFC/g de leveduras na massa final (DAL
BELLO et al., 2007; CODA et al., 2010; BELZ et al., 2012; GAROFALO et al., 2012)
em um periodo de incubacdo de aproximadamente 144h horas a 28 °C.

O procedimento experimental foi realizado conforme descrito a seguir. Apos 1

dia de incubacéo os frascos contendo o crescimento das cepas selecionadas foram
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centrifugados (5000 x g, 15 min, 4 °C) e a biomassa foi lavada duas vezes com agua
destilada esterilizada para se obter um in6culo com uma densidade 6tica a 620 nm
(DO 620nm) correspondendo a 10° UFC/mL de L. fermentum IAL 4541 e 108 UFC/mL
de W. anomalus IAL 4533.

Para preparar o sourdough, uma técnica de sete etapas derivada de um
procedimento tradicional (PARAMITHIOTIS et al, 2005) e ajustada a este
experimento foi aplicada. A massa 1 (D1) foi preparada pela mistura dos 50 mL da
cultura inicial com 100 g de farinha de trigo (Renata®, moinho Selmi). Apos 24 h de
incubacdo a 28 °C, o sourdough 1 (SD1) foi formado. Processos de mistura e
incubacao sucessivas foram realizadas té obter o sourdough 7 (SD7) no dia 7 (Figura
3).

4.2.10 Caracterizacdo do sourdough

O pH foi determinado de acordo com o método 02-52.01 da AACC (2010),
utilizando-se medidor de pH 300M (Analyser, S&o Paulo, Brasil), em suspenséo de 10
g de amostra em 100 g de 4gua destilada. A acidez total titulavel (ATT) foi determinada
através do método 016/I1V do Instituto Adolfo Lutz (2008) pela titulacdo de 10 g de
amostra suspendidas em 100 mL de 4gua destilada com solucdo padrdo de NaOH 0,1
N. O valor da acidez foi expresso pela quantidade de mL necessarios para a solucéo
com a amostra mudar de cor ou chegar a pH 8,5 (MINERVINI et al., 2011). Contagens
microbioldgicas de bactérias acido laticas foram realizadas pela diluicdo das amostras
de sourdough em &agua peptonada (0,1%) e pela subsequente inoculacdo (em
anaerobiose), em profundidade, em placas com agar MRS por 72h a 37 °C. As
contagens microbioldgicas de leveduras foi determinada pela incubacéo das diluicbes
seriadas, em superficie, em placas com agar SDA por 72h a 25 °C.
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Figura 3. Preparo do sourdough a partir dos inéculos de Lactobacillus fermentum IAL 4541 e
Wickerhamomyces anomalus IAL 4533 em sete etapas. Onde D: dough (massa), de 1 a 7 e SD:
sourdough (fermento natural), de 1 a 7. Fonte: proprio autor.

4.2.11 Insumos e formulacdo de panetones

Conforme descrito anteriormente no item 4.1.1 aqui serdo apresentadas as
metodologias utilizadas e os resultados das analises realizadas na caracterizacdo da
farinha de trigo. A umidade foi avaliada de acordo com 0 método 44-15.02 da AACCI
(2010). Os teores de gluten umido, glaten seco e indice de gluten foram determinados
utilizando-se o sistema Glutomatic (Perten Instruments, Hagersten, Suécia), de acordo
com o método 38-12.02 da AACCI (2010). A atividade diastasica da farinha de trigo
foi analisada em equipamento Falling Number FN 1800 (Perten Instruments,
Hagersten, Suécia), de acordo com o método 56-81.03 da AACCI (2010). O amido
danificado foi determinado conforme o método 76-33.01 (AACCI, 2010) utilizando

determinador SDmatic (Chopin, France). Este método mede a cinética de absorcdo
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de iodo em uma suspenséao liquida, usando um aparato amperométrico. O
resultado foi expresso em porcentagem do indice de absorcéo de iodo (Al%).

A atividade hidrogenionica (pH) da farinha de trigo foi determinada de acordo
com o método 02-52.01 da AACC (2010), utilizando-se medidor de pH 300M
(Analyser, Sao Paulo, Brasil), em suspenséao de 10 g de amostra em 100 mL de agua
destilada. A acidez total titulavel (ATT) da farinha de trigo foi determinada através do
método 016/IV do Instituto Adolfo Lutz (2008) pela titulacdo de 10 g de amostra
suspensas em 100 mL de 4gua destilada com solucdo padrao de NaOH 0,1 N. O valor
da acidez foi expresso pela quantidade, em mL, necessarios para a solucdo com a
amostra mudar de cor (tom levemente rosa) ou chegar a pH 8,6. A cor da farinha foi
determinada utilizando-se espectrofotometro MiniScan HUNTERLAB (Reston, USA),
seguindo o sistema CIELab, determinando-se os parametros de L*, a* e b* (MINOLTA,
1993).

A andlise farinografica, mediu os parametros de absorcdo de agua (%),
estabilidade (em minutos), tempo de desenvolvimento (em minutos) e indice de
tolerancia a mistura (em unidades farinograficas (UF)), e foi realizada em farindgrafo
Brabender de acordo com o método 54-21.02 da AACCI (2010). A absorcado de agua
da farinha foi considerada quando a mistura atingiu a consisténcia 6tima de 500 UF
na curva obtida no aparelho. A andlise de alveografia mediu a resisténcia da massa a
extensdo e essa determinacao foi realizada através da mistura de 250g de farinha de
trigo com uma certa quantidade de solucdo de cloreto de sédio 2,5% (m/v)
estabelecida de acordo com a umidade da farinha de trigo. O equipamento utilizado
nessa analise foi o alveégrafo CHOPIN e o método 54-30.02 da AACCI (2010) serviu
de referéncia metodolégica. O Apéndice A mostra imagens de alguns equipamentos
utilizados nessa caracterizacao.

A Tabela 2 estabelece a classifica¢ao do trigo conforme o Regulamento técnico
do trigo publicado na Instrugdo Normativa n° 38, de 30 de novembro de (BRASIL,
2010). Os resultados da caracterizacdo da farinha de trigo refinada utilizada nessa
pesquisa encontram-se na Tabela 3. A umidade (%) da farinha de trigo foi de 12,86 (+
0,11) estando dentro do limite aceito (14%) pela legislacdo brasileira. A analise de
Falling number, expressa em segundos, forneceu uma ideia da qualidade enzimatica
da farinha de trigo. Foi obtido 381s + 9,88 de numero de queda (Falling number)
indicando que a farinha encontrava-se em um estagio com pouca atividade

enzimatica. Para tanto foi adicionado 0,045% de a-amilase fungica na formulag&o dos
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panetones para que a qualidade tecnologica ndo fosse prejudicada. De acordo com
os dados de Falling Number, farinografia e de alveografia apresentados, a farinha de
trigo foi classificada como proveniente de trigo tipo péo e adequada para a fabricacéo
de panetone com base na legislacdo de Identidade e Qualidade de P&o (BRASIL,
2010). Os resultados de farinografia e de alveografia estdo apresentados em formato

de Apéndice B e C, respectivamente.

Tabela 2. Classificagé@o do trigo conforme Regulamento técnico do trigo publicado na
Instrucdo Normativa n° 38, de 30 de novembro de 2010 (BRASIL, 2010).
Forca do Gluten Estabilidade (Tempo Numero de Queda

Classes (Valor minimo . (Valor minimo expresso
a expresso em minutos)
expresso em 10J) em segundos)
Melhorador 300 14 250
Pao 220 10 220
Doméstico 160 6 220
Basico 100 3 200
Outros
Usos Qualquer Qualquer Qualquer

Tabela 3. Caracterizacdo da farinha de trigo refinada.

Analises Resultado

Forca do Gluten (Valor minimo 270
expresso em 10-4J)

P/L 2,0

Estabilidade (Tempo expresso em 17
minutos)

Numero de Queda (Valor minimo 381 +£9,88
expresso em segundos)

Amido danificado (%) 6,51

Umidade (%) 12,86 £ 0,11

Glaten umido (%) 26,71 £ 0,55

Gluten seco (%) 9,34+ 0,24

Index 98,43 £ 0,25

Parametros de cor L 93,20 +0,03; a™: -0,49 + 0,00; b":

10,54 £ 0,02

pH 5,87 £ 0,03

Acidez total titulavel (mL de NaOH 3,00 +£0,03

0,1N)
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4.2.12 Aplicacédo do sourdough na formulacéo e elaboracdo de panetones

A formulacdo dos panetones compreendeu uma extensa lista de ingredientes e o
processo de elaboracéo esté descrito na Figura 4. Através de uma bolsa de estudos
do

Projeto Casadinho entre a UFSM e Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)
foi possivel realizar algumas etapas dessa tese de doutorado dentro do ITAL com a
supervisao da pesquisadora Dra. Elizabeth Harumi Nabeshima assim como na
UNICAMP, no laboratério de microbiologia preditiva e quantitativa, sob a orientacédo
do Professor Dr. Anderson Sant’/Ana. Desse modo, a formulagao final dos panetones
esta descrita na Tabela 4 e as demais formulacdes testadas (da primeira até a ultima)

estdo apresentadas ao final desse documento, na sessao de apéndices.

O panetone foi elaborado a partir da mistura de 30% sourdough (base farinha) e
envolveu duas fases principais. Na primeira fase (Fase 1), parte dos ingredientes
foram misturados em masseira espiral durante 9 minutos na velocidade lenta e 2
minutos na velocidade rapida para que o sourdough fosse bem incorporado com os
demais ingredientes. A massa resultante dessa mistura foi chamada de esponja (ou
massa mae) e foi colocada em camara de fermentacdo a 23 °C por 16 horas. Na
segunda etapa de obtencédo do panetone (Fase 2), toda esponja preparada na fase
anterior (Fase 1) foi misturada em masseira espiral com os ingredientes restantes da
formulacdo. Deu-se o0 nome de massa final a massa elastica, extensivel e brilhante
resultante ao final da fase 2. A massa final foi dividida em porc¢des de 275 g ou 550 g
conforme o tamanho da forma de panetone. Apés a divisdo e boleamento, as porcoes
seguiram para a camara de fermentacao onde foi conduzida a segunda fermentacéo,
também dita como fermentagéo final, que foi reaizada a 32 °C por aproximadamente
2 horas ou até que o panetone atingisse o ponto ideal de assamento. Quando a massa
atingiu o topo das formas, os panetones foram assados em forno de lastro por 45
minutos a 180 °C. A seguir os panetones foram resfriados e embalados.

Importante mencionar que a etapa de resfriamento foi considerada critica porque
todos os panetones (com e sem adi¢do de conservantes) resfriaram sem nenhuma
protecdo externa ficando expostos ao ar e a contaminag&ao ambiental. Por isso, um dia
antes, a sala destinada para isso foi higienizada com agua sanitaria e acido perclorico
afim de diminuir a contaminacéo por esporos fingicos ou qualquer micro-organismo

que pudesse servir de contaminacao inicial para os panetones recém
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assados. Como o objetivo maior dessa tese foi justamente analisar a vida Gtil de
panetones sem a adi¢cdo de conservantes foram tomadas todas as providéncias para
minimizar os riscos de contaminacdo. Somente pessoas autorizadas puderam entrar
nessa sala durante o tempo de resfriamento e elas foram instruidas a usar luvas,
toucas e mascaras. Os panetones permaneceram nessa Sala até atingirem a
temperatura interna de 36 °C para entdo serem embalados um a um e identificados.
Foi utilizado um termometro digital tipo espeto para esse fim.

Para a realizacdo deste estudo, além da metodologia de Garofalo et al. (2008)
outros estudos (BENEJAM, STEFFOLANI, LEON, 2009; MONTANARI et al., 2014;
LORENZ, BRUMMER, 2003) foram utilizados como base para a elaboracdo da massa
de panetone com algumas modificacdes. O processo de fabricacdo do panetone
envolveu bastante tempo e dedicagéo, pois a fermentacdo natural necessitou mais
tempo quando comparado com o processo de fermentacao tradicional, ou seja, com
a utilizacdo de fermento comercial. As etapas envolvidas e os principais passos da
fabricacdo do panetone estdo apresentados na Figura 4. Com relagéo as formulacdes
de panetones, foram testadas 19 formula¢fes até se chegar a um padréo de qualidade
considerado satisfatorio. Durante o experimento realizado em Campinas, SP, foi
possivel contar com toda a assisténcia técnica e instrumental do Cereal Chocotec,

gue € um centro dentro do Instituto de Tecnologia dos Alimentos (ITAL).
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Tabela 4. Formulacao final utilizada no preparo dos panetones.

Ingredientes (Fase 1) % Peso (g)
Farinha de trigo 76,0 760,0
Enzima Spring 0,045 0,45
Acido ascorbico 0,005 0,05
Datem 0,5 5,0
Monoglicerideos (PH 300) 0,5 5,0
Gluten 4,5 45,00
Gemas pasteurizadas 9,5 95,00
Malte seco 1,0 10,0
Sourdough 30,0 300,0
Agua 37,5 375,0
Acucar 20,5 205,0
Ingredientes (Fase 2) % Peso (9)
Farinha de trigo 24,0 240,0
Fase 1 180,0 1800,5
Gordura Tri Cake 13 LT (80% lipidios) 15,0 150,0
Acucar 17,5 175,0
Acido ascorbico 0,008 0,08
Sal 1,0 10,00
Mel 2,0 20,0
Sorbitol 0,02 0,15
Aroma de panetone 0,8 8,0
Gotas de chocolate 50,0 500,0

OU Blend de frutas 50,0 500,0
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Preparo do sowrdongh

Fase |
Pesagem dos ingredicntes ]
Mistura ¢ desenvolvimento da
csponja
9 min ~ velocidade lenta
2 min - velocidade rapida
I* fermentagio
(23°C/80UR /16N

Fase 2
[ Pesagem dos ingredicntes ]

'

Mistura ¢ desenvolvimento da
massa final
7 min - velocidade Jenta
4 min - velocidade ripida

'

[ Divisdo da massa (275g) l

'

( Bokcamento |

'

I Moldagem ]
'

> fermentagho
(2°C/80%UR/ 2N

'

[ Forncamento (180 *C / 40 min) I

'

Resfriamento (Temperatura
ambicnte por 2 h)

'

Embalagem

'

Arma i temg a

ambiente

Figura 4. Processo de elaborac&o do panetone

4.2.13 Caracterizacdo e andlises dos panetones

A atividade hidrogenionica (pH) das amostras de panetone e a acidez total
titulavel (ATT) foram determinadas pelos mesmos métodos usados para a analise de
farinha de trigo. A atividade de &gua foi analisada diretamente no analisador de
atividade de agua (Aqualab, S 4TEV, Decagon, USA) utilizando a técnica do “ponto
de orvalho”, ou seja, a temperatura que o ar atinge a saturacdo. A determinacao foi
realizada através da medida da temperatura do espelho resfriado quando a

condensacao ocorre. Esta temperatura esta relacionada com a umidade relativa e



54

consequentemente com a atividade de agua. As amostras de panetone foram
homogeneizadas e acondicionadas nas capsulas do analisador de atividade de agua
tomando o cuidado para ndo ultrapassar a metade do volume das mesmas. A
determinacao foi conduzida em triplicata a 25 °C.

A umidade do panetone foi realizada em duas fases. Na primeira fase, o
panetone foi preparado de acordo com o método 62-05.01 (AACCI, 2010), sendo as
fatias dos panetones picadas e homogeneizadas (casca + miolo). Em seguida foi
pesado 10 g de amostra em capsulas de aluminio, que posteriormente foram levadas
para estufa a 70 °C/5 h, depois resfriadas e pesadas. Numa segunda fase, conforme
0 método 44-19.01 da AACCI (2010) modificado, o residuo seco foi triturado em gral.
A partir da amostra triturada no gral, uma aliquota de 2 g de amostra foi pesada em
capsula de aluminio. ApGs a pesagem, as capsulas contendo as amostras foram
levadas para estufa a 130 °C/1h, resfriadas e pesadas. A diferenca entre o peso inicial
e 0 peso final foi expresso como teor de umidade (%).

O volume especifico dos panetones foi determinado 2 horas apés o0 assamento
utilizando o método de deslocamento de sementes de colza, conforme o método
10.05.01 da AACCI (2010). Foi utilizado o medidor de volume da marca Vondel Mill
(Modelo MDMV 03/MVP 1300, Série 60, Vondel Industria e Comércio de Maquinas e
Componentes Ltda, S8o José dos Pinhais - PR). O volume especifico foi calculado
pela razado entre o volume ocupado e o peso dos panetones. As analises foram
realizadas em triplicata.

A avaliacdo da cor do miolo dos panetones foi determinada da mesma forma
qgue na farinha de trigo. O produto, apods resfriamento, foi fatiado em fatiadeira
industrial e as 3 fatias centrais foram as escolhidas para a andlise. Foi efetuada uma
leitura para cada lado da respectiva fatia.

A firmeza instrumental foi determinada em texturébmetro TA.XT2i (Stable Micro
Systems, Haslemere, GBR) segundo o método n° 74-09.01 da AACCI (2010),
utilizando duas fatias de 10 mm de espessura para cada repeticdo. As condi¢des de
teste foram: plataforma HDP/90; probe de aluminio P/35; velocidade de pré-teste =
1,7 mm/s; velocidade de teste = 1,7 mm/s; velocidade de pds-teste = 3,0 mm/s; 40 %
de compressdo da amostra; limiar de forca = 0,05 N; com medidas de firmeza

expressas em N.
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4.2.14 Vida atil dos panetones

Os panetones foram armazenados no Cereal Chocotec, do Ital, em ambiente
com temperatura de 25 °C e umidade relativa controlada de 75% a fim de simular o
ambiente de supermercados e padarias. Os panetones foram monitorados em relagéo
ao desenvolvimento de bolores e leveduras. A quantificacdo de bolores e leveduras
foi realizada por meio da semeadura, em superficie, de 0,1 mL de cada diluicdo
decimal seriada, em triplicata, utilizando o agar batata dextrose (BDA) acidificado com
acido tartarico 10% até pH 3,5 (BRASIL, 2003). A incubacao foi realizada em estufa
bacteriolégica a 25 °C, por cinco dias. As amostras foram analisadas em triplicata. As
analises foram realizadas a cada 14 dias sendo conduzidas até 180 dias apos a

fabricacao.

4.2.15 Comité de ética e pesquisa

Esse projeto de pesquisa foi submetido para avalia¢do pelo Comité de Etica da
Universidade Federal de Santa Maria (NUmero CAAE 46155415.6.0000.5346). ApoGs
a aprovacdo do mesmo, voluntarios foram convidados para participar da analise
sensorial do produto elaborado. Os voluntarios foram instruidos a ler cuidadosamente
o termo de consentimento livre e esclarecido antes de participar da avaliacado sensorial
do produto. Esse termo informava e orientava quanto a pesquisa e também indicava
0s riscos e beneficios para os voluntarios. O voluntario era convidado a experimentar
amostras de panetones elaborados com sourdough, ou seja, um fermento composto
por bactérias acido laticas e leveduras, e avaliar alguns atributos de qualidade,
aceitabilidade e de intencdo de compra. A titulo de comparacdo, amostras de
panetones controles e comerciais também foram distribuidas aos voluntarios da
pesquisa objetivando a mesma avaliacdo. Foi informado que o risco envolvido nessa
exposicao ao produto era o de algum tipo de alergia, como por exemplo, ao gluten ou
aos ovos. Logo, caso o individuo informasse ter doenca celiaca ou apresentasse
sintomas de inchacgo ou desconforto ao ingerir alimentos similares ao da pesquisa, 0s
mesmos eram informados que ndo deveriam participar para ndo sofrerem risco a sua
saude. A pesquisa néo ofereceu nenhum beneficio direto para o participante. Tratou-
se de um estudo experimental onde foi testado a aplicacdo de cepas selecionadas
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com a finalidade de aumentar a qualidade e durabilidade de panetones a partir de
formulacdes utilizando sourdough. Na sessdo de Apéndices dessa tese foi colocado
a disposicdo dos leitores o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), o
convite para participagéo da avaliagado sensorial anexado nos murais da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM) e a ficha de avaliacdo sensorial apresentada para os

participantes da pesquisa.

4.2.16 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) utilizando o
software Statistica versdo 7.0 (2004, Statsoft Inc., Tulsa, OK, EUA) e também o SAS.
As médias foram comparadas pelo teste de Tukey e também pelo Levene’s,
considerando o nivel de significAncia de 5% (p<0,05). Todos os dados foram
realizados em triplicata. Os resultados foram expressos em média + desvios-padrao.
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5 ARTIGOS CIENTIFICOS INTEGRADOS

5.1 ARTIGO 1 — NATURAL CONSERVATION ATTACHED TO THE USE OF
MICROORGANISMS

Esse artigo de revisdo foi aceito no periédico Semina: Ciéncias Exatas e
Tecnologicas (Online), ISSN 1679-0375, Area de avaliagdo em Ciéncia de Alimentos,

Classificacéo C.



58

Natural conservation attached to the use of microorganisms

Raquel Facco Stefanello, Leadir Lucy Martins Fries, Marina Venturini Copetti

Federal University of Santa Maria, Center for Rural Sciences, Post-Graduate Program in
Food Science and Technology. Santa Maria, RS.

RESUMO: Os paes fazem parte da nossa alimentacdo bésica, salvo raras excecodes.
Atualmente estamos envolvidos por uma variedade tdo grande de marcas e produtos que
acabamos optando pelo item que corresponde ao nosso desejo imediato de consumo. Os
consumidores, por sua vez, estdo mais preocupados com sua alimentagcdo e procuram
alimentos mais saudaveis e com o0 minimo de conservantes possivel. Dessa forma as
industrias necessitam inovar e langcar op¢gfes mais naturais para satisfazer essas atuais
mudancas. Contudo, ainda se faz necessario aliar a pesquisa com a tecnologia para elaborar
produtos que atendam essa nova realidade. Essa revisao traz consigo o objetivo de informar
sobre a bioconservacdo utilizando micro-organismos produtores de substancias
antimicrobianas a fim de sensibilizar as industrias e 0s potenciais consumidores a respeito de
alguns estudos sobre produtos elaborados com bioconservantes.

PALAVRAS-CHAVE: bioconservacao, bactérias acido laticas, fermentacéo, sourdough.

ABSTRACT: Breads are part of our basic food, with rare exceptions. We are currently involved
in such a wide variety of brands and products that we end up opting for the item that matches
our immediate desire for consumption. Consumers, on the other hand, are more concerned
about their food and are looking for healthier foods with as few preservatives as possible. In
this way, industries need to innovate and launch more natural options to meet these current
changes. However, it is still necessary to combine research with technology to produce
products that meet this new reality. This review includes the objective of reporting on
bioconservation using microorganisms that produce antimicrobial substances in order to
sensitize industries and potential consumers about some studies on products made with
bioconservants.

KEY WORDS: bioconservation, lactic acid bacteria, fermentation, sourdough.

1. INTRODUCTION

Fungi are versatile organisms capable of growing in various types of foods, including
cereals, meats and fruits. They are important as deteriorators of different foods and cause
significant economic losses in the food industry. Several strategies have been used to extend
product shelf life, such as heat treatments, irradiation of infrared or microwave products, use
of modified atmosphere in the package and addition of chemical preservatives (such as sorbic
acid, benzoic and propionic), as well as prevention through the application of hygienic practices
that reduce the microbiological contamination of the products.

In bakery products, the adoption of good manufacturing practices reduces fungus
contamination, especially from ambient air, and the use of chemical preservatives makes
fungus germination and growth difficult (LEGAN, 1993). A solution without the use of chemical
preservatives would be the use of microorganisms during the elaboration of the products,
which through their metabolites would offer a bioconservation to the products for the production
of natural antimicrobial compounds (SCHNURER, MAGNUSSON, 2005). Food preservation
based on the use of natural compounds or microorganisms has been highlighted as an
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alternative to reduce economic losses due to microbiological contamination of raw materials
and food products in order to reduce the incidence of foodborne diseases (GALVEZ et al.,
2008), as well as the occurrence of fungal deterioration.

Baked goods are easily subject to deterioration caused by molds and yeasts, especially
when moisture is quite high, as is the case of sweet breads and breads (SMITH et al., 2004).
The development of molds leads to economic losses that are relevant to the baking industry,
reducing sales, causing the formation of unpleasant odors, known as "off-flavors", and can
promote the formation of substances harmful to health, such as mycotoxins (SMITH et al.,
2004). Among the protective microorganisms, lactic acid bacteria (BAL) stand out due to their
ability to produce compounds with fungicidal or fungicidal effects (DALIE; DESCHAMPS;
RICHARD-FORGET, 2010). Some studies have demonstrated the antifungal activity of LAB in
laboratory conditions (HASSAN; ZHOU; BULLERMAN, 2015; LAVERMICOCCA; VALERIO;
VISCONTI, 2003), while other investigations have sought to highlight the ability of some
antifungal BAL strains to effectively prevent fungal baked bakery products (CODA et al., 2011;
RIZZELLO et al., 2011; RYAN; DAL BELLO; ARENDT, 2008; STRAIN et al., 2000; ZHANG et
al., 2010).

2. QUALITY OF BAKED PRODUCTS

Breads, like other baked goods, are perishable foods that undergo physical, chemical,
sensory and microbiological changes during storage. The decrease in the quality and / or
freshness of these products is closely related to storage time and is known as staling. Over
time, the firmness increases significantly, the crunchiness of the bread crust decreases, the
bread loses its flavor (smell), assuming a rancid flavor. These complex phenomena are a
consequence of the retrogradation of the gelatinized starch granules during cooking, the
exchange of moisture between the starch and the constituent proteins of the bread, an increase
in the interaction between the protein and starch fraction, a redistribution of water in bread and
a removal of aromatic molecules. The occurrence of mold in food is potentially dangerous to
public health and is also an important economic problem. In Western Europe, economic losses
related to the presence of fungi on bread were estimated at more than 200 million Euros per
year (LEGAN, 1993), leading to losses of 1% and 5% of bakery products, depending on the
season, type of product and mode of production (VEGA et al., 1998).

Among the most isolated fungi and related to the deterioration of baked goods, we can
mention those of the genus Penicillium, Aspergillus, Fusarium and Rhizopus (LEGAN, 1993),
while deteriorating yeasts of bakery products and ingredients belong to the genera
Zygosaccharomyces, Saccharomycopsis, Pichia, Candida and Debaryomyces (LEGAN,
VOYSEY, 1991). Baked products can be protected against deterioration caused by fungi and
yeasts and by the spores that have contaminated the products using BAL in the preparation of
fermented pasta, since the use of these products provides certain antimicrobial activity
(LAVERMICOCCA et al., 2000).

Some fungi are able to resist the use of certain preservatives. For example, some
species of the genus Penicillium can grow in the presence of potassium sorbate (DAVIDSON,
2001) and other fungi have the ability to degrade the sorbate, including by stimulating the
production of ochratoxin A (NIELSEN; RIOS, 2000). Bacterial breakdown of bread is mainly
caused by a microorganism called Bacillus subtilis (COLLIN et al., 1991), derived from raw
materials, bakery atmosphere and equipment surfaces (BAILEY, VON HOLY, 1993),
becoming a major economic concern in the bakery industry (SUHR; NIELSEN, 2004).
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3. CHEMICAL PRESERVATIVES

The most commonly used chemical preservatives are weak organic acids, such as
propionic, benzoic and sorbic acid; whose efficiency is higher at low pH because of the
dissociation of their molecules (LEGAN, 1993). Previous studies have shown that calcium
propionate, sodium benzoate and potassium sorbate were effective in inhibiting some isolates
from bakery products at pH 4.5 when a concentration of 0.3% was applied. Potassium sorbate
was also effective at a concentration of 0.03% (MARIN et al., 2002).

3.1 Bioconservation

Several reasons have led to the search for new alternatives to minimize the risks
associated with presence or deterioration by fungi in food, which include consumer demands
for food quality and safety, and increased government concern about environmental and safety
issues. The term "bioconservation" refers to the prolonged shelf life and safety of foods that
use microorganisms or their metabolites in their manufacture (ROSS et al., 2002). Thus, this
concept occupies a prominent place, exploring the use of microorganisms and/ or their
metabolites in different food processes.

3.2 Lactic Acid Bacteria (LAB) as Bioconservants

LABs are food grade microorganisms whose diverse metabolism and the ability to
produce natural antifungal compounds become a versatile, technically feasible and cost-
effective biological alternative for fungus control (SCHWENNINGER et al., 2005). Due to their
nutritional needs, LABs are generally grown in enriched media and are found in dairy products,
meats, meat products and cereal products (CARR et al., 2002). These bacteria are mainly
divided into four genera: Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc and Pediococcus. They are
traditionally used as preservatives to prevent spoilage and to extend the shelf life of many
foods.

LABs play a key role in the fermentation of foods, contributing not only to the
development of desired sensory properties in the final product, but also to their microbiological
safety (SMAOQOUI et al., 2010). According to Magnusson et al. (2003), three mechanisms may
explain the antimicrobial efficacy of these microorganisms: the production of organic acids,
competition for nutrients and the production of antagonistic compounds. The antimicrobial
effect of LAB is mainly related to the production of lactic, acetic, propionic, sorbic, benzoic,
hydrogen peroxide, diacetyl, ethanol, phenols and other protein compounds. Some strains are
capable of synthesizing antimicrobial substances such as bacteriocins (DALIE; DESCHAMPS;
RICHARD-FORGET, 2010).

However, the use of LAB requires an in-depth study on the parameters that modulate
its antifungal properties. Several are the parameters, including temperature, incubation time,
growth medium, pH and nutritional factors (BATISH et al., 1997). The studies performed by
Sathe et al. (2007) demonstrated that the antifungal activity of Lactobacillus plantarum
CUK501 was maximal (1,280 AU / ml) at 30°C when the culture was at the end of its log phase.
These results were consistent with those obtained previously by Batish et al. (1990), who
observed that the antifungal activity of a strain of Lactobacillus acidophilus was maximal at
30°C after 48 hours of incubation, while increasing the incubation period resulted in a lower
antifungal activity. This decrease was related to a metabolism of active compounds or to their
enzymatic degradation.
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The culture medium in which the microorganism will be inoculated can significantly
modulate the metabolism of the antifungal compounds generated by LABs (BATISH et al.,
1990; ROY et al., 1996). From some studies (BATISH et al., 1990) the Elliker broth was
presented as the best medium for the production of antifungal compounds of Lactococcus
lactis subsp. lactis CHD 28.3 and L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis against fungi,
compared to media M17 and MRS. The antifungal effectiveness of LAB can be enhanced with
a slight increase in NaCl concentration (from 0.5% to 3%) in the growth medium for
Lactobacillus rhamnosus (EFFAT et al., 2001) which may be related to a synergistic effect
between NaCl with organic acids and antifungal substances metabolised by LAB (EFFAT et
al., 2001). The pH also exerts a strong influence on the production of antifungal compounds
by LAB (BATISH et al.,, 1997; SATHE et al., 2007). Studies have reported (CORSETTI;
GOBBETTI; ROSSI, 1998) that the optimum pH range for the production of these compounds
is between 5.0 and 6.0.

Many are the compounds released by the LAB. As its name suggests, lactic acid and
acetic acid are the main products of the fermentation of carbohydrates by LAB. These acids
generally recognized as safe agents for preserving foods, diffuse through the target
microorganism membrane (DESMAZEAUD, 1991) and then reducing the pH to inactivate
cytoplasmic most metabolic activities of micro-bodies of interest. The acetic acid, by having a
high dissociation constant and not being assimilated by the energy metabolism has been
described as being more effective than lactic acid and is by far the best mold growth inhibitor
(BATISH et al., 1997). However, some authors (GAGIU et al, 2013; GEREZ et al, 2013;
SCHNURER; MAGNUSSON 2005), which describe antifungal activity of another organic acid
from the LAB, as phenylactic acid that was able to inhibit the growth Penicillium expansum of
MPI / FS2, and Aspergillus niger FTDC3227 iDM1, Aspergillus flavus and Fusarium
graminearum FTDC3226 IDM623 at a concentration of about 50 mg/ml (LAVERMICOCCA et
al., 2000).

3.3 Applications of Bioconservation

The use of natural ferments as a form of initiation and propagation of a fermented mass
in brewing processes already have a long tradition and still plays a very important role in
improving the quality and prolongation of the useful life of these fermented products (ARENDT;
2007, KATINA et al., 2006). The use of yeast has been intensely studied in recent times, due
to consumer demand for foods containing a lower amount of chemical preservatives. Various
yeasts have been developed to increase shelf life and improve sensory characteristics of
bread. Natural yeast is a complex ecosystem in which microorganisms, exerting a symbiosis
between yeasts with lactic acid bacteria, are highly adapted to environmental conditions
(temperature, pH, acidity, maltose as the most abundant fermentable carbohydrate and
fructose as a potential electrons), for the production of antimicrobials (VERA et al., 2009).

In a study by Cizeikiene et al. (2013) strains producing organic acids and bacteriocins
(Lactobacillus sakei KTU05-6, Pediococcus acidilactici KTU05-7, Pediococcus pentosaceus
KTUO05-8, KTU05-9 and KTUO05-10) were used in preparation of fermented bread dough
showing fungistatic and fungistatic activity against Fusarium culmorum, Penicillium
chrysogenum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus versicolor, Penicillium expansum and
Aspergillus niger. This work indicates that these bacteria can be widely used in the food
industry as bioconservants because of their broad spectrum of inhibition.

The use of L. plantarum, Lactobacillus brevis CR772 and CRL 796 in the formulation
of starter cultures together with Saccharomyces cerevisiae was studied to significantly improve
bread quality and prevent fungal decay (GEREZ et al., 2013). The viability of NaCl reduction
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in wheat bread focusing on shelf life and compensation using natural yeast in association with

a chemical preservative has been studied (Belz et al., 2012). The authors performed challenge
tests using fungi commonly found in bakeries such as Penicillium expansum, Fusarium
culmorum and Aspergillus niger. In this study, the NaCl reduction reduced the shelf life by 1-2
days. The addition of fermented pasta with antifungal activity prolonged the shelf life of 12-14
days, while the addition of 0.3% of calcium propionate provided a shelf life of only 10-12 days.
The results of this study indicate that the addition of natural yeast prepared with a specific
antifungal strain (Lactobacillus amylovorus DSM 19280) can replace the addition of chemical
preservatives and compensate the reduced level of NaCl, guaranteeing product safety (BELZ
et al., 2012).

4. CONCLUSION

From this analysis of data available in the literature on the antifungal activity of LAB,
the ability of some strains to reduce or even suppress fungal growth through the production of
several low molecular weight antifungal metabolites was highlighted. The control of the optimal
conditions responsible for the higher production of in vitro and food matrix antifungal
metabolites could increase the potential offered by LAB as natural food-grade
bioconservatives. Thus, the use of LAB and its metabolites to control mold development seems
to be a promising strategy for bioconservation in perishable foods or frequently contaminated
by toxigenic fungi strains, as for bakery products. In view of the growing concern for food
safety, microorganisms that are used because of their antifungal potential need careful food
safety assessment in order to ensure a safe product for the consumer.
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swnounts of trehakose were adided (0, 10 and 15%) seed the wardough was broere dried The cryogrotective effect
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Podiovncom penkisacrun, wery the main speches reooveresl
1. Introduction pastronomic quabity (v Vg o ol

Sourdough s 3 mivture of wheat flour and water fermented by the
action of Lactic acid bacteria (LAB) and yeasts present in (lour and (n the
environment (5 oald o ol 2015) Sourdough s a specific and stressful
econystern characterited by low phl, high carhobydeate concentrations,
fow oxygen and higher cell counts of LAB [ > 10* colony forming units
(CFU)/g) compared withy yeasts (< 107 CFU/g) (e Vgt ot ol 20143
Wheat breads made with sourdough show technological advantages
compared with beeads made with baker's yeast, such as improvemnent in
dough strocture (Aresd, Nyse & Dl Bello, 2007), as well a2 in flaver,
meoma, beead texture and shell life ( hovan & v 20001

Sourdough i sdvantagoous became of ita nutritional properties and
beneficial effect on health by decreasing or inereming levels of certain
compounds (antioutritive facton, phenolics and serole). It also en
bonces or retards the bloavallability of nutrients (minerals, vitamin and
dietary fiders) (Votinen Plandor & L 2000}, Soordough presents
artian  charscteristics (oatwal  statm), traditfonal value and

2014, besides the additive free
mage (ativa. Vetmw. Ause, & Powtanen, 2006)

Three types of sourdough can be distinguished according to it
manufacturing process (Coownns & Settwmnd, 2007 D Vit Vi ben
Fosytn Mhmae & Weks 2009), The first type (Type 1) repeesents
“spontancous™ sourdough (S5) fermentation processes based on back
slopping, Le. the repeated cyelic re-lnoculation of & new batch of flour
and water from a previous dough desived from the so-called mother
doogh (% Vs ot ol J014). Another way of sourdough fermentation
(Type 1) results from the addition of & starter cultre to the Hows /'water
oudatuge (Gogeoen o ol 2007) Microblal straing such as Pedlococon
pentosacess and Loctobacilhus rosshee are wied In the fermentation peo-
cow, which usually tabes one ta theee days (Goggions o ol 2007
Folonetlh ex ol 200 ¢, Rirarllo. Lorsses, Montemanio, & Gobibatt) ot o
J000). The third type (Type 1) of sourdough fermentation process
repeesents a4 mixture of Type | and Type Il processes (Le, sourdough
inltiated with o starter colture followed by traditional hack slopping:
D Vieyst o1 2l 201 4),
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Microbial stability of the fermented dough is influenced by several
factors, Among the aspects that affect microbial stabllity, we can
highlight those related (o enviranmental contamination and use of
differcnt hatches of flour during propagation tme (1o Maservim
B Goldeni 200 1) Daily back slopping process i a fastidious proceduce
that demands time and wkillod workforce. Hence, some bakers prefer to
preserve the sourdough at low temperatures or in dried form. It bs im.
portant (o observe that besides rhealogical propesties relevant for bread
quality, high survival rates during frocring or deying are necessary for
the economic production of deled sourdough (hrende. 2007 An alter.
native 10 obtain dried sourdough would be ming froese drying tech-
nology. However, few studies related 1o this method of soardeugh
drying are available in curent lerature.

Preeze-deying bs widely used as & long-term preservation techniqoe
for bacteria and yesst, wheve they need to be previousdy frozen and
wasles is temoved by sublimation without paming through liquid phase
(Samtn, Lines, Torres, Ollvetrn & Possass, 20 1), Low temperatures,
epecially bolow freesing poit, may cause severe damage 10 micro-
ocganiums due 1o iotraceflular ke corystals formation (Mossone
Matsmmmen, Mannasa, & Yesasda, 10) h.w
agent may be added before the frecse drying proces, bocause it plays »
significant role in microorganlum preservation (Moepas Mo
Whike, & Vesey, 2006),

Several studies suggest ming trehaloss 23 3 cryoprotective agent due
o high micoorganion swrvival rates after freezing and frecse-drying
peocenses (Randarn, Fuaser, Chambers, & Stanbey. 2000, Nobamuion
Tabags & Shisa 2009). Trehalose (@ o-glucopyranasyl o -e-glucopyr-
anoside) & & nos-reducing dissccharide of ghucose, and its mwot sip-
nificant function is to protect peoteins and lipids included o the
membwane strocture againg different kinds of stress conditions such as
beat and froeae-thaw (Y ool oms o ol 2015). The maln sdvantage of
wing trehalose compared 10 ather sugars, such as sucrose and lactose, s
s water-binding ability, comtequently preventing intracellular and
extracellular ice crystals formation (Conts. Usall, Teoudd, Gais &
Visas. 2000). Alsa, trehalose is sable, coloriess, odoc-free, anly 45% as
awert an sucrose, and peevents browniog of the product daring peo-
cexsing (Maillard remction) 8 tuall In Levmia, Dw Basa & D Fasa
2007).

Since sourdough is 2 strening ecosystem and there bs no clear re-
lationship berween & typical sowrdough and its microblota, the identi-
fcation of microocganiams involved in this process i Amdamental 1o
werify the relationsbips hetween LAD and yeast species (e Vaym o0 ol
JA) Molecular DNA-based methods (DNA fingerprinting and so-
quencing) have become emential for the identification of LAB and
yeasts (Lbomme o1 o 0000 Compared with phenotyping methods,
molecular DNA-based identificstion methods offer 3 much higher
taxonomic resolution of species up to strain level (v Vigw o o
miay

.\ .
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Several stodies (I« YVigst or ol 2009, Dv Vyst ot ol 201 4; Eroolin
ol 003 Gagpiss o gl 2007) described the microorganisms pee-
sent in sowwdough. However, research involving the production of
freess-dried sourdough (FSS), s well a1 its microblota, &s uncommon
Obcsmer, Barbser B Viwher, 1 995) Therefore, this work simed 1o test
the cryoprotective effect of treduioss on microorganism survival in an
artisanal FSS. We alwo identificd bacteria and yeasts persent in PSS by
molecular techmiques.

2. Materials and methods
21 Maseriad

Commescial refined wheat floor (RWF) was poovided by 2 Jocal
supplier (iplrangs will, Santa Marls, Braail) in a SO kgbatch of
Antooiazzi Massa Tipo | (06-03-2013); whole wheat four (WWF) was
purchased from Cisbwa’ (Panambi, Braxil) in a § kg-batch of PMIS
(O30105). Fours wed for preparing the sourdough were stored in o
freezer ( — 20 °C) in plastic bags and thawed af room temperature before
e, Malt extract (Unimall-WC 15826501) was purchased from Myler
(Sho Paule, Trazil) Trehalese was provided by Prozyn’ (S8 Pasla,
Beamil).

RWF  puesented  the  following  charscteristicx  mobsture,
124% = 0% protein (N x 5.40), 10.5% = 0.2%, ash content of dry
matter (dm.) was 0.53% WWF contained 9.6% = 04% of moisture,
TLOW (4. m) of protein, and 1.5% of ash content. Fariongraph chr-
actezistics of RWF were absarption of 50.5% and stability of 87 min.
Values for dough deformation encrgy (W), representing the energy
oecessary 1o laflae the dough bubble to ruptwrs point, was
251 » 107* ) for RWF, and 199 x 107" J for WWF, respectively.
Falling mumber values were 280 3 for RWF, and 267 5 for WWF, LAN
and yeaux were counted in RWF and in WWF before sourdough pre-
paration. For these analysis, results were expressed in OFU per ml. For
KWF, values were 2.90 log CFU/ml and 163 log OFU/ml, respectively;
for WWF, they were 341 log CPU/ml. and 4.25 log CPU/ml, respec-
tively (data ot shown)

22 Poduction and propegetion of werdough

Dough was prepared and sourdough propagated according to s
ditional pratocals (Winccvinl o o 2017), hased on back-slopping
without ssing stanter cultures or bakers yesst (11 1) Dough pee
parstion was made by miving KWF (50 g) and WWF (50 g) with mush
extract (S g) and tap waler (120 ml) for S min. Dough was incubated in
& microbiclegical chamber (CIENLAR, CE-210/80, Sao Faulo, Brazil) m
30 °C for 72 b, snd wan consédered dough prios 1o fermentation snd
before bocoming sourdough Bach sourdough was propagsted every
125 21 30 °C for 14 days, and the final dough was called mother dough,

Rafresting every |
1 | (1&03)@%?;0) X
- v (S
o, |  Samdougn :
1% day 3 days 4™ day 14™ day

el -t

daagh Srmm the bhond of mefsud whex fus (WWF) snd whede whos S (WWT) daitng 14 diyn Retanive bumadiry (M)
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Far cefreshment procedure (Freolint o1 il 2017), daugh from the day
befare was used 4 starter Inoculum to ferment the new mixture of RWF
(100 g), and sterile tup water (50 ml), having a dough yield of 200
(DY « dough weight x 100/flour weight). Preparation and propagation
were repented four times,

23 Deterninasion of pH and tatal titratble acidity during hack-slapping

Dough pH and total titratable acidity (TTA) was determined on 10 ¢
of dough hamogentzed with 90 mL of delonized water al room tem-
peruture, and expressed as g of lactic acid/g of dough (Camel Abdel
AR Tosh 2005). pH measurement was done using a pH meter (Di
gimed®, DM-22, SP, Brazil), and TTA was determined by standard
method 02-31.01 (AACC 2010) using 0.1 M NaOH and phenolphtha-
lein as indicator (pH 8.3). These analyses were carrled out during 14
days of back-slopping.

2.4, LAB and yeast cell cownring

LAB and yeast cells were d in the gh d during
back-slopping on days 1, 4, 6,8, 10 and ) 4; samples were taken peior to
each back-slopping step. Ten grams of sourdough were homogenized
with 90 mL of stesile peptone water (1% [wt/vol] of peptone and 0.99%
Iwt/val] of NaCl solution). LAY were counted using MRS not supple-
mented (Oxoid, Basingstolke, Hampshire, Unlted Kingdom) through
pour plate method ((Uzeelbs, Lorwiso, Moemury, B Gobhet, 2016),
Plates were incubated ar 30 °C for 48 h, under

® "

hiosis (A pero
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(Pa), Freeze dried sourdoughs samples were ground in a basic analytical
mlll (Deleo, EDB-5, Porto Alegre, Brizil) and stored at room tempera-
ture. Sumples were stared in metallic bags (8 cm % 125 cm) (Tradbox,
80TZ, 530 Paula, Brazil) in a dry, odor-free and ventilated room for 45
days.

251, Bvaluation of the cryaprotective effect of trehalose

To evaluate the cryoprotective effect of trehalose on samples of
sourdough, lotal viable counts of LAN and yeast were measured se-
cording to the item 52.4, Analysis were realized before and after
freexing, after freexe-drying and after 15, 30 and 45 days of storage
(Baspea, Moschalie & Biliaderis. 201 4) on samples of ssurdough with
or without trehalose (S50; SST10; SST15).

26 Moleculor analysts

2.6.1. Bacteria and yeest ialation

Bacteria and yeast selection was performed for samples of RWF,
WWE, frecze-doied sourdough without crehalose (SS0) and freeze-dried
sourdoagh with 10% trehalose (SST10). lsolation and identification
analysis were done in doplicate. Sourdoughs were freeze.dried on the
T4th day of production.

Bacteria counts were performed on samples of RWF, WWF, and
sourdough (SS0 and SST10), by diluting | g of each sample in 10 ml, of
0.85% saline solution, in a sterile flow hood, performing serial dilutions
up to 107, Prom each dilution, 100 gl, were inoculated In duplicate in

and Anaerolar, Oxald). Yeasts were counted on acidified (pH 3.5; 10%
tartarle acid) Potato Dextrose agar (PDA) (Difco, Detroit, Mich.) using
spread plate technique (Coda o0 41 20711) at 25 °C for 24.72 b,

2.5 Freeze-drying of sourdough

On the 14th day of production, sourdough was divided amang three
comainers with 600 g per container (g 7). In each container, a dif-
ferent concentration of trehalase was added: 0% of trehalose ( l -

I media M17, MRS and PDA (Merck, Darmstadt, Germany),
Cultures were incubated for 24-48 b in an anserobic chamber, except
these n PDA medium, at 37 'C. After that, colonies of cach morpho-
logical type obtained were isolated in Petri dishes containing M17, MRS
or PDA, sccording to their original medium of preference for growth,

Tor yeast count an ssmples of RWF, WWF, and sourdoagh (550 and
SST10), aliquots of 0.1 mL from serial dilutions were spread in dupli-
cate on acidified YM agar medium (1% glucose, 0.3% malt extract,
0.3% yun extract, 0.5% peptone, 2% agar, 400 mg/L of chlor-

SS0), 10% (60 g) of trehalose (SST10) and 15% (90 g) of trehalose
(SST15), Thus, treatments were divided into 12 Individusl fractions,
cantaining 50 g each, Freezing wis performed (a1 - 80 °C) using an
ultra-low temperature freezer (Thermo Scientific, FormuaThM 900 Series,
USA) for 24 b,

After 24 b of freeeing, cultures were transferred to a freeze dryer
(Tetronl, LS 3000, Sio Paulo, Brazil). Freeze drying was carried out for
60 b and was performed at — 47 °C, at chamber pressure of 40 Pascal

h d, pH 4.0) or acidified YEPG ugar medium (0.5% yeast ex-
m.z%:lu:ou'. 14 peptone, 2% agar, 400 my/4 of chloramphenicol,
pH 4.0). After Incubation st 22-25 °C for 3-5 days, yeast colonies were
mmedundmduwmnp«medu@ﬂ/;ufﬂwrufmdmd

dough sample. Rep locies of each hological type
Mdmhﬂndaﬂwﬂﬂdh?aﬁmmm
medium (Landell Mactielder. & Valente, 2000), Strains were main-
tained in GYP medium (0.5% glucose, 2% malt extract, 0.5% yeast

L 0.2% hasic sodium phosphate, 2% agar), slants covered

oy .
tiehulsen o
A \—' \ .f;' {
= 550 80 $80
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& |
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dungh with 15%
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with 2 layer of stesile mineral oll, and kept (n the refrigerator.

242 Becteria and yeast DNA extroction and sequencing

Total DNA from isolated colomies of bacteria was extracied wiing &
traditional phenol chloeoform method (Sombenh B Nusell 3000
Bacteria species were (dentified through ampiification and sequencing
of & fragment of the 165 rDNA gene, wing universal primers 20F
(S-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-Y) and 1525R (5-AAG-
GAGGTGWTCCARCC ) (Lose. 1951) Samples were incubated at
94 °C for 4 min, followed by 30 cyches consisting of 1 min st 94 'C
30 5 2t 55 °C, and 2 min at 72 "C, and a firal extension step ot 72 “C for
10 min.

Total genomic DNA from yeast colomies was extracted s described
By Oserds Cadduvid, asmbers, Lopes. and Mambescay (2009, with some
modifications (Mt 1 ol 291 4). Sequencing of D1 /D2 domain of
the large subumit [265) ribosomal DNA was performed acconding o
OTwomell (1997, ming NL1 (S"GCATATCAATAAGCGGAGGAA
AGG-3) and NLA (5"-GGTCOGTGTTTCAAGACGG-3) primers. The PCR
mix contained DNA Taq polymerase (1U) (Invitrogen), | = Buffer,
MgCl; (3 mM), pritners (70 pM), dNTPs (10 M) and DNA (30 ng).
Amplification conditions were: ivitial denaturation ot 94 'C for 5 min,
35 cycles of denaturation at 94 °C for 15 5, 55 C for 45 &, extension o
72 °C for 90 , 20d final extengion ot 72 °C for 6 min.

263 Molecudor identificution

Sequences were obtained by automated sequencer AILPRISM 1100
Genetic Analyrer (Life Technologies Corp., USA), and protocels estab.
lshed by Ludwig Biotech Beazil company (Alvorada, RS, Brasil) were
used. Obtained sequences were aligned using CLUSTAL-X {1 honpwn.
Giwan. Vewmah Jowmmoagimn. & Higres 1997) and edised in Biokdin
FOS53 Ol 199), Sequences were assembled and compared with
sequences reparted in GenBank (bacteria and yeasts sequences) and in
Mycobank and Yeast [P (yeast sequences), using basic local alignment
sezsch tool (BLAST) aigorithm for dentification. Afier identification,
lincages were deposited in the Micraorganism Collection Nucleus of the
Adaolfo Lutx Institute under the sccess code TAL 4533, LAL 45394543,

27, Swamawal analysts

Besults were initially submitted to Levenes test to check for
bhomogeneity of variances, followed by eneway ANOVA and pars-
metric Tukey's HSD test. The software SASr Studic 35.2016 (SAS
Software, Cary, NC, USA) wis used, ot 3 5% significance level, to check
if there were significant differences between treutments.

3 Results and discussion

Scurdaugh microbiota can develop spontancoasly, ongiaating from
flour and/or other ingredionts (v Viuyw o1 4l 2014). WWF showed a
slightly higher leved of microblological counts flor yeasts (4.25 log GFL/
£) than RWF (1.63 log (FU/g) However, microbiological counts fior
LAR did not differ by more than 1 log cycle. Values for LAR were 341
log CFU/g snd 290 log CFU/g for WWF and BWF, repectively.

The predominance of apecies strongly depends on condition of
dough propagation, type of flour or environment of each bakery. It was
observed that in each sample of Bour or freeze-dried sourdough, an
swocistion of LAR and yeast developed, which was characteristic of »
specific type of substrate with regand to the number of species s well a5
o flowr composition (1lammes o1 o 2005) Besides providing mu-
trients, WWF Is o noo-sterile matertal, and these microorganisms can
become dominant in soundough due to daily and continwous back-
sloppleg (1 Vuyw o ul . 2000

3.1, pH end TTA during back sleppirg
During the preparation of soordaegh (1 204 1 ), pH values decreased
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Tabde 1
P el mmssable sty (TTA) snd ommen (Log CFUL) of LAR and Teau om
“mpentanec” Sedough (55) dwteg the peodectis peviod (34 dews) 2¢ 30 'C

Profuction  pH TTA LAS Yomey
o
Ly Py

' S92 A1 A s anr 3N r AN 14 : AW
“ A AN aw o &3 ae® sS4 s ot
. AWM 1B o RO s s@ o0t
. 353 = 0™ LIN x aev* 8% : AIF* 2D & aiv
10 258 : 02F 112 = 0o A7 = GAX* M s oW
" A4 =A™ 123 = A0 902 s AN T4 s M

TTA kel titsatable scalivy (f of btle al/I00 § dughl LAR: scil bictic Sacteria. 55
" " semndoagh, Aess and of b =« M8
e pH el TTAC S = 23 o LAR & = 32 de Yesr), Valors s e same solms wish
@afferene mpeTIcTRE vy Wgnteanty (F = 0.05) éffesent

P < 0.05) on the first four days (from 5.9 10 3.7), while TTA increased
duting the 14 days of manufacturing (fom 0.27 o 1.25). This pit de-
crease and hence acidity increate during the first four days is the result
of lactic acid production by LAB (Miservw or ol 2012 Visescken, (v
Vs, Hemaus, Allemeersch, & Weeks, 200 1) This Fact helps to inhibit
growth of undesired microorganisms and cootributes 1o devclopaent of
semsocial characteristics of the final peodoct (oo A e Vayu, 2004)

Sourdough msed for manufacturing traditional Tallan bresds
Ofoersin en ol 3012) aiso showed pH valoes between 370 and 428,
pH changes cheerved in our study agree with Vogeloas ol Hened
(2011, who chserved a sharp drop in pH after 12 h of sourdough fer-
mentation [55-31), and with sl Dieng Dlumane wod Vogel
11997y, who reperted & drop in pH (£.28-3.35) after 42 h of sourdough
fermentation.

1o this stisdy, the blend of RWF and WWF in the same peoportion
sesulted in 101 2/100 g ash content and presenied an adequate acid-
ifeation. Ath messares the amount of bean present in wheat flour, and
scconding t Chovan and Clavas (2011, this fraction containg more
minerals and micronutrients impoctant for the powth of LAR, and
comsequently affects the acidification properties. Besides, it influcnces
the huffering capacity of the sourdough, reaching a higher TTA,

Machon en o8 (2014) verified that the higher acid content of WWF &
peohably attributable to the higher axh content of WWF than RWF, thus
caming the higher baffering capacity of WWF.

Farms o b 1000 stadied the effect of ash content (0.6-1.8 g/
100 g) o seasory properties of ssurdough heead and observed that the
ash content of floar s the most Important parameter influencing the
flavor of the bread. Sourdough beead with hgher ash content resulted
in enhanced aftertaste, overall incensity, pungent and ronsied Mavoe.

22 LAB ond yeust cefl counting

LAB and yeast cell counting during mamufacturing of sourdough is
shown in Tode 1,

There was & macked LAD and yeast growth (P < 0.05) in the fint
fonsr days of 5S production. On the 1 4th day, LAB and yeast counts were
9.02 log CFU/mi. and 7.44 log CRU/mL, respoctively. LAB and yoast
oounts of sourdough claborated with RWF and WWF mix were similar
to the resules of M «n o 100 1), whe found 9,01 and 7.30 log
CFU/ml for LAB and yesst counts, respectively. According to 5icts o ol
012, & sourdough ks wable snd ready (o be used whven it presents
nicroblological counts of sbout 2 x 10" UFC/g. pH = 2.90 and
TTA 2 14 ml s quality parameters.

I3 Effect of trebuioce
The cryopeotective effect of ehalose and survival of LAB and yeast

are shown in [ L According to microblologicsl counts of FSS with
(S5T10 and SST1S) and without trehalose (S5O0, & was possible to
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verify that trehalose effect oo LAY and yeast survival after the frecee-
drying process was directly proportional 10 the quantity of trehalose
added. Survival rates for $50, SST10 and 85715 were acound 67%, 73%
and 81%, respoctively. The same behavior was deseribed by | oilie
Veeaedt Lighthare Croner and Conee (1995 where the microoeganisms
Escherichia coll DHSa and Hocilfus thiwingiensds HD-1 showed an in-
creased tolesance to freexe-diying when deled o the peesence of dis-
accharides trohalose and sucrose.

Reductions In microblologicn) counts weee grester In yeast, In-
dicating that the cryoprotective effect wis mare significant for LAS,
Wherean reduction in LAB afier 45 days of storing was around 3.2, 2.3
and 1.5 log CFU/mL for 550, SST10 and SST15, respectively. In yenss,
the observed veduction was 5.0, 4.0 and 3.0 log CFU/ml. The cryo-
protective effect of trehalose I due 10 Itx ability 10 inhibis intracellular
for crystals formnation (70w ot ol 2000% Suectin (0000 shwed
that trehalose added into & colture mediten was able to incresse s
vival of Rradyrhtaobdum Japonicum after 24 b of desiceation.

Bread Mavor has o mujor nflsence of raw material and ingredient
employed, enzymatic reactions ocrurting during dough fermentation by
yeast and /or LAB, and thermal resctions induced during haking, mainly
through carmmelization and Maillard resctions (¢ 50 0 Foram 200k

According to Mierature (Scbialdi Ih Lermda, & De fone 2002),
trehalose (oo glucopyranvsyl a0 glucopyranoside) presents no sig:
nificant impact an bread sromatic prafile, becatse this sugar is among

SSTI0 mSST1s

Aflet 30 iday's Afler 1€ day s

the most chomically untesctive sugars It Is & stable, colorbess, ador
free, and non-reducing disaccharide that is widespread in nature. Tre
hadose i only 45% a3 sweet as sucrose, and unlike other disaccharides,
it dows not engage In chemical reactions with amino acids or protrins,
thus preventing beawning of the product during processing.
A previous sensorinl test selated to this study was carried out to
eviluste technologicsl performance and sensorial pattern of breads
Iyophilized sourdough with 2ero (control), 10 and 15% of
trehalose Coretanetlo. Machado Menesss & Fries. 2017), At expected in
the setworlnl preference ordering test, resilts showed no significant
difference among trialy, demonstrating that the addition of trehalowe
had oo impact on flavor and aroma intensity of beeads produced.

3.4, Molecufar identification

Spocies of LAB and yeast olated and identified in the freese-dried
sourdough (S50, SST10) are listed In 1obde L Bacterln specios were
identified using # fragment of the 165 rONA gene occurring In sour-
dough and four semples. Seven different species of bacterin were
identified bn Mowr semples (RWF and WWF) and freese-dried sourdough
(550 and S5T10), three of them being LAB (Lactobocilhs fermentum,
Loctobacillus plantarum und P. pemtosacees). Amonyg the three different
{salates found in frevze-dried soutdough, L plantaren was found oaly in
S5T10, and anly P. pentosaceins was also fotmd in WWF.
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We uved nonaupplemented MRS far LAN selectbon, and presumably
becauae of this, some microorgnnisms were not solated and ideatified
due (o the (nabllity of certaln LAS to grow in these media, L. fermentum
and L ploatarum are highly adopted o hastile and nutrlentpoor en-
wivanments (Vogelnime & Beel 2011), These acid-tolerant species of
LAN were dominant In freeze deled sourdough as well as ln mase ltallan

”w Oesvind o ol 200 0), Altamwars sourdoagh (Pericone
Hestbatagein. Codbie, b Siddgaghio. 2014) and oeganic French saurdough
(homme or o, 20063, o snother study O homine of ol 2008), six

different LAB species were ddentifiod us dominant (Lactobaciitus san-
franciscensly, 1, plantarum, [ kimchl, L yakel, L hamenestt and L pen
tone) using the sequencing of the 168 (RNA gene of 520 holates from
organie French sourdough,

As the prepacation process of sourdough s affected by physical:
chemical parameoters such as pH and acidity (Vieoanl oo ul . J012),
heterafermentutive LAB play & sigaificant role In sourdaugh mievo-
bialogical stobllity (Vepckon o ul 2001, Saccharamyces cereviciae I
0ot 40 much tolerant at lower pil. This may be another reason why this
spocies of yeast ! nol daminate spontaneons fermentations o la-
boratory, sinee it could pot overcome more acld tolerant sralns of M.
chin anomala (also koown as Hansenubs anomala or Wickerhamonyces
amomalus) (Veanchen ool oo

The greatest ability of yeast growth occuns when they are assoctated
with hamofermentative LA compared to heterofermentative LAB
(Cbbwnnl, Coesntt), & Rowsd, 1905 Hanaen, Land, & Lewin, 1909) The
cennlt found by Lo o o 20000 conflimed a peevious study of
Hien o ol diamss, which demonstrated thit in samples where 5.
corevickie wan peesent, L, plontwum showed a high percentage of

Isolation. Heterofermentative LAB utilive lactie acld and glucose s
substrates to produce acetic acld (Moo Hehmde Nusdo, ety &
K, J00h), which are effective for enterobacieria and yeast cantrol
(Poppobatio, Damiel, & Nusalo, J0009),

Youal species were Identifled by sequencing the D1/D2 domain of
the lnrge subunit (268) ribosomal DNA, and results of the dentification
are exhibited In 10hl 0 Four different species of yeast were identified
amoig the 16 lsolates found (n sousdough and flour samples, Nine were
8. corevisloe, four were P anomuks, two were Candide glohrata and one
wint Mhodotorula mucliaginu, Interestingly, ooly B miscilaginasa was
fuund In 8§50, while the sther species weee found in RWY and WWE,
Utitization of the divergence reglon D102 within the large ribosomal
RNA subundt, which (s part of the tDNA gene complex, wis suggested as
a nuclewr mirker far species identification (Somncabors Balie & Tue
007),

Regarding youst presence In sourdough mamufsctured by traditional
procedures {n Italy, Gobbein Corport o Bosl (1054) snlated yeast
microblota from Central laly, maloly composed by 5. cerevisime (66%),
Comdicda kruset (17%), Socchuraniyees exigan (16%) and H. anemila
(1%), Presence of 8, cerevisior und M. anomala wus ubso confirmed by
P 00 b sowrdough from Umbria reglon.

An investigation of microblal composition of 21 artisan sourdough
froem 11 differsmit Belglan bakeries ylelded 127 youst inolates (Vooe o
Sl 200y, Doendnant species in the bakery sourdough were 8 core
visioe and P, anomale, while dominant spevies In the labocatory sour-
dough fermentations were P, anomata wad € glabrory, and thete was nn
vccasional detevtion of & cerevisloe (In only three samples).

The ability of all . anamale and 5. cerevisloe lolates (o strongly
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anshandlate maltose and socrose, the major carbobiydreates of floor, might
be constdered s an advantage of these species, ieading (o their dom.
Inance in laborstory sourdough fermentations and & frequent ocour-
rence bn babety sourdough fermontations (omsbon o ol 20,

Organic French sourdough preserve speciul yeast communities in
which Kasachstanic bulder! (48% of the bolates) snd Condido Mty
(24%) are common, while £ corevtadar (lews than 0.29%) I raee (1o
e ey Relevant isolates from Altasmsurs soardough were ident)
fied as & cerevisior and C hunilis (Fcoioone o ol 2010), DNferent
combinations of stralmy from feur yeast apecies (Kasochmania unigpors,
£ corevivoe, Condida hrusel and C. glabrats) were detected In 1ye
sourdough propagated at 30 °C based on 265 (INA partial geoe so
Quencing (Tessmelineve, Vilaed, Slows, Pashne, & Sanmnd, 200 4),

n “spontaneously” fecmented mass, lenmestation |s esused malnly
by “wild™ Nour microblota, which i well adapted to the econystem and
evalves during fermentation. Strains that develop spontancously sre
variable accanding to geagraphic reglon, becsase LAR and yeast species
depend on ecologhoal faesors (e Vi & Neysom 2005)

Eoologieal factors are alw lmportant for stability and competitive.
new of wicroblal asocistions betweest LAD and yeast in sourdosugh
(Vo bmns & Heriel. 2011 However, the competition between these
two types of microongandtent is not sprcific, as recently shown for some
straben of L sonfronchoonsts and L pdamtarum (Moo, Fuae, 0
Cognn, D Amgelin, & Gobbwtth, 2001, Shuguns o ol 2000) In stan-
dough made with whest flowr.

Presence of P. unsmale can have an imporant (ole in sability snd
Impeovesnent of shelf life of hoeads. Among 60 diffecent apeches of
yount, P. anomalo was the specics that showed the greatest capacity w0
{ahibit growth of Pendcllitum roguefirtl, one of the main spodlage mi.
croncganisme in bakery prodects (Dovvefons Passbe & Sibunr
J005), The wse of 2. amomalo s 2 saner for fermentation was studied
by Codi o ol 220010 10 extend shell life of baked goods while im-
proving favor and strocture.

4, Conclusion

The stisanal sourdough produced had ity pHt stabilized sftes four
days of preparation, while TTA increased during the 14 days of woor
dough production. Sourdough was possibly mature and ready 10 use or
freeze-dry froen the sivth day, s meatss for LA and yeast did not dilfer
significantly after thiv persod

Addition of 10% and 15% twbuloss t0 sourdough prior 1o freese.
drylng had a oryoprotective effect on survival of microseganisms, and
wach an effect was divectly proportions! 1o the added concentration of
trehalose, Cryoprotective effect was more significant for LAN than for
yrant

Yeast species & corevisioe andl'. onwnala, slony with LAN P. pente-
sacers, L plantorum aod L formentum were (dentitind o the main spe-
cher present in freese-dried somdough, uing molecular techniques.
Studies of the application of sourdough in bresd and panettone are
underguing in our laborsiony.

Acknawledgements
The suthors scknowledge e financial support from Caondenacio

de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Saperior (CAPES), Bexail
theough Edual CAPES Na. 27/2010 - Pré Bguipamensos. Instirucionol

References

AALE LHWER Aguwnd s of wankon (1700 wh & B P W LA R MM
bernaicm

L A R R L L e e e i
Sonad Pod Mgy M 1ML TR

Paiborn A Fomme & Chislons B 15 ey G & 100 Porbaban prasmaey e

—vtrel o e Namam o con e My b Bt e P bt et g
we proth snshe wbditbel cland wener TENS ¥ B ¢ L (1IN

LIVT o Srbene sl Tockndogy 99 (NNN) $10-517

ot M0, Mativger, B Bawwnd, £, Sy A 82 Caiian, £ 5. 6 Asvndl £ &
) T mlhect of bt 8 08 abd bl prigirminie we B g odud da¥ bis of
e wd hmn sl At W mdaidy M hmdo w40 W

Srwwmrhurna M. Vad £ B . Paden T 6 Saand | TN 01 ek of
L. - w di wotd 1Yy e ) bty be b -
Ay propugatton P (e ® 1 13

Bt LA Whaibibin T8 Bilieiherds © 6 O 0] Cumpler snavnrsibe o & sl
T i e I T L N R R ]
Wiimen Pl anf Bupesnos Ty * 100 g7,

S M Oy N g e e b D e )
MCXL M AR,

Chovmn B 46 Desan b 5 WL S tebabogs o 5 aditimmed wey b
WA by A rview ( ——r— Povtown b Prod S swr . et Pt gl
L ) TN

e 1B Peosrmm, 11 6 CHMN Olumsery of Mnnd snnns & tiomn Sand Stnns and
Pomctoubge MG, ™00

Canla 0, Commmn, A, vl € O Ml b ol £ A S M (1)
Adrbbamg ity ~ IS 4viy - -t K, Bt oy
e dwgh Pormvadand MAas®. ds e o moaed cosmpsoimde amd beg viom sBee
Breng sinrge o sbom borel Agdod omd Towgw md AN dadey, T
RLLEIRS Sl

B e B N B b et L L
Ane b ey | @ VT LA

L R e R I N T = T SR eaanp—
e L R T el
- TPAT s ted s e Ayt sl o Apied M Al 1Y TV B

1o Vuor | 8 Sevarm F (PR The cardumgh oo williog Neddsommy and tumidhe bu
bt et Branh 8 Pad s & Doiliniege N1 €0 W

M Vot | Won Sonvmmtuieied, £, Worth 00, Mhapn U Dhamiet, 80 M 6 Wk & O 0
M o e g f b A S S es em s (Boee e 19 wentown ' el
Moosbdobegy 27 1) 20

B Ve b Yoemlen S, Bavpts 0 Bamenn, T8 el 5 L Sty
B e - e . 2 et e ]

ke

vonnias, U A Posanit ¥ & Mbowewy, £ (0000 s tfleem o Moo of
Fovm e vt by Pe bvn enmche (| 2) By ety semape 4 vhue  Appld
Prarvimsamnd Musdidug "1 VS Lima,

Fovotlitnl 1% Poannin, 1. 0 Filgpes. F. Mupreis. ¥ Ls o, A Golbens, 0 - o
AN W i vdhegs A8 iy 010 ) A b et e P g —
Al Yo syt o nbadngy "0 TR TRW

Samrmn, S TR Cagon B Th Sapnia M Ausdl F Tt F P P ) . m e
L e s e R AR S T B

MM,

e e T R T L e el
e ) bty [ @ — v g b S A g be bk
Wit e bevad THY Pad Sha e and Dk W0 S 80

Gttt M Cmattih, A8 R 1 110) The samdingh solivafns Smenaition
LT I T e R e N ]
M ndadge mud Pl hashgy M 207 TN

Catbern M Owatt 88 Bum 1 (IR0 Shabar St s St )
Lt s burets oliog bmacst ( §1 Sor v megaliis v me  Sopbd
Posvmmd My tudiagy 43 %0a S0

LT A L R e L e s e
mdynn prngpr e by wwnloms TLALNT Mt A b Spnpremes by 1] W

Homad & M dheng M Fhosenn S8 A8 Sugt B F (297 Ohmmntntiin of S
b wa bt Pas 4wt S Vi B cod 5oy v e barnd o AgS 4
Mumdndgy 1 e PM,

Flamean, W P Soande M1 Faamide 5 0 Busmbin, M Sentin 1 W8 Sagrtms
BT AN M ahedd b gy 14 rvted Brresr weame Vo e Pond o
PA g 36 4 10

Pt A Bk, B 0 Doty ) M 11000, Plasens poabavon sl stiil s of
- brmgh tdortm b s b ) eaern i Srmap ot gt | bn—
Wemhgh & Tudaniighel 22 105 100

Bornmmm | Cnertt # Masmtin M Owenlition. N Boate, B0 O, L o ol (e,
Tovaiphion of e smmeMos @ sa doagh ba (vhbee s d v whon med L yhee -
Aegmnbom methvuin Sund Misdadegy 210 18 1M,

Wartna, A Wi, 1 Aditi, K, B P, K. (200K). Oprioninasion of srerdomgh
pronmns fow bmgraind ey il and sesture of whool bread WY Faod Solews
and Toxhwadage, 20, LIRS 00D top bty 10 IUIG | hes S e,

Ll M1 Pt £ A Walwme 1 (3000 Limmtificmas and smepenats puite o
Frats bade st U wn srimnd s be hmitame Bl A e L vama et
Moo

B, 10 1 CF900) B0AI2I5 A sgumciing B 8 Satbouetond & M Connliviios

a1 Math wid mnSmigims w b moid syt o (g 155 14T Yo Veud Db
Wiley end e 04
Lottt & Msmrvid F & Gelamt W (I G A . [T N

Mg Sy § bt st EIT S by il Tielmdegy M S48 A

Rhag © 8 P Venwl 0 (3000) Lactm arnd bumtrt oo on Dot | wored svamms  wligiies b i
bt frrvmittiottion babdutt) Pronh Fined bnms and Tohwdog 1L 4% ™0

Nl & 0 Dt 1 gt B Cammn 1 M. 8 Commn M 119900 Tashiutne o
- o—— ot Qe et gt prmitng be bon ot e s At My Sl
ol Bt Mywdoibge V) TeO W1

Dl B U, fogrand, £ Phammt 5 Uvitns 08 Bawd B 100 S gt
—rhe | )| W) O g s ey e b e Vool ey
ianren Podd Moorlodey L1 )

Matedl M Gl £ Agitant, |, Dt & P L Tt 8w @



RF, Swfunello o o
FINEAL Mty o explnlinning s rmail makiing: A tedtsaudigizal, o
ik setstwy exaliations LW Scismew sanl Trelowbegy, 59, 773201,

MLLMIJ s, LG M WS Rl L (3000) Wen
i of e b et MOPIN o
Aa»nn--l-u-l

i
L L e T T
el of Ivary Scmier, 03, ETTE (IR
Shatmwena, P, TS D, Pl ), Wt N D, T Somioenmbng ML m o

73

EWT - Foud Scieace anf Techisloge 89 (20)8) $10-517

Phennanns stowd 00 befress honsts 10wt sl wtil stbaige Aoty brvut miatitig, Moy
of Pl Do o Pechidvgy. 13 63940000

Bizpelhy, © G Lommbbni A, Mimtonmur o M A Cridertl, M. OIS Noe of smmrionigh
irazhe WO (bt | CTimrgenckion qutnine) Ml and aoma Somon o seie = (il wosd
Mhmnmnmm”iﬂmn—mc-w-w

(V141 Ui pooitie et | mtliny o Al alls Bun 08 ol
B e e L P e F A E T B
Shwwny, £ Barber, B A Prochoe, G (100 Desermmistion of the siontial seviry o
il aevidllaasen ul thew haethe sckd Drndiis anl youms Vol

Chmtral 0, 147104

Sinervmd ¥, mn.m-&umu.mgmu.mu
1013}, Lacthe sl sl geant istan of 1 auedhiugiv st bor bre

Havban Wembs, Ipvasiosry beteen and mnerid g

e T Apgtied L TR

—— e g, ® I " smuvmmmu
wpplicatson of sradwngh 1y fesny anw
U TRN

ah AL by ALS Vmmd umm v
w 1| I o the By | stlfraricdss el trafiahio

:n»m—u-a—-m-ammnmw Crywhisliggy,

Wlibigen, © A Hermean, N, Wiite F AL & Yorey, G CHONL Promrrmius of micm
et by A rewaen | Aorvid of Mool Mk, 00 183,355,

Sohmoura, T Tubugl, PO & Shima, | (2000), Effexis wl = senrting semperiiies wnd
L T T R R |
Chyshaibegy S8, 1IN AT4,

Wieellh, L, Operl, W, Carbol 0 A D0 Cagiin, N, Powsezming, B, ool |, v b 12000}
wummmmdwmulm
wall bt o mitrrsdims sl sebivsbont ol Mireres Do s ilinagh fertesiudinn Foand

i, 00
Onwrlie u.,mu..m-.,wA oMLAM
[ de an T Y ——
mmu-u-& ll -

Ottt K, (11071 Puowin and fs sear relitives. bn 80 R Repnond, 4 0 W, Tayhe

Uit Brscsmattiaicd bumsadl of Food Scisser 8 Tishmshigy. 51, €2-31,
Sl € UM!.I&M'M b ¢

s hes oo,
Ml.ﬂ(.ﬂn I.W.Ml&l lmﬂn,.(‘bM“

g i fectir
amuaumm { v W
i e waners Apphed wsl

b iy | g
mmunmuu
Unanowborg N, Madne, A W, & Tann, O CH0OT) Al snslustizs of 1AU JONA D0 12
watfumcry (el s b agmsion bmiiflstion Prvetons M Baeligy, 12, 1-1L
fonr, ‘ AAN, 008 e L L MG Avalissig
vt S s e Sorene e wadicis do feetnle ssegesl o et nomed it
B e I G Lot & A C Bt (e ) Desaflon (4 €W ¢ Tertusiagle &
Adverniind 2o} Penit oo, PR Biasii: Alesst Pl
TRennin ) G IO Eaeh b atmalin oo wieretsd ) ol Iidetvne MUS bagestih tim duedivg
Wnstzzabon Aol of Ayl Misutbibigy 93, 400031
Thermgwon, L Ol 10 Meainbiad, 1 Do, F 8 Miggis, B G092 The
PRURTALY witnrhos wsserore Feailibe strovrgses oo wniihiljphe soqiemes 4lipmonmmi
ool It quality mlynh beds. Mindehe Acab Meswih 23, ANP4a02,
WIA nmcmnw-wmmuma
st Mbrobisfogy, 29 53-S9,
Mn.ﬂ &ML.M-\.T Albuwesrach, 3. % Weths, 5 £A01 4L Adaptative
MMMlMaMW
whwat v g semulainer
Aribe and

bl MM
llthWMM“ad recition i g Vraticken, 6, Yuya L0 manl lmn v-dmr.m-n.uu
2252001 allsgghond, LR CAR mmmmm Sabeey eml sprniae—.
m&m&l‘mul & Tinipagh, M (14 Trebelagaot i -m-au
mummummuu b iy ' h-nh.k mi unu.u WMJ & Aima § (A05)
wlerd umndu-nhnndhud'm l : o 100 at e bl
e Foend .&&& h—-ldlwulm lMl’FIK
Pumanes, K ol 18 W a0 iiigh st cermal ew bt M Damiel, 2L P tunl.a(mn.m- -
. agrms i Wil Beniee i 4ty ilmgersz « & s A -

Intttheartd pervpecitis 0 OVLAN0.
R M Tl M, Oelighand, A, Sgeeld, B Clrlie, M. Awa © 0, il (AN

ur

wu—uam:&. ’7‘8“






74

5.3 ARTIGO 3 — CRYOPROTECTANT EFFECT OF DIFFERENT SOLUTIONS ON
THE VIABILITY OF STRAINS OF LACTOBACILLUS FERMENTUM IAL 4541 AND
WICKERHAMOMYCES ANOMALUS IAL 4533 ISOLATED FROM A SOURDOUGH
AFTER FREEZE-DRYING PROCESS

Artigo submetido ao periédico Food Research International, ISSN 0963-9969,

Area de avaliacdo em Ciéncia de Alimentos, Classificagdo Al.
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ABSTRACT:

The stability of microrganisms along the time is important for allowing their industrial use
as starter agents, improving fermentation processes. This study evaluated the survival
and maintenance of the cell viability of Lactobacillus fermentum (IAL 4541) and
Wickerhamomyces anomalus (IAL 4533) strains isolated from wheat sourdough by
freeze-drying (-50 °C/24 h at a chamber pressure of 0.15 mbar). Treatments involved a
control solution (S1), 0.1% peptone water, and four cryoprotectant solutions (S2, S3, S4
and S5), with 5% trehalose, 10% sucrose, 10% skim milk and 10% skim milk plus 5%
sodium glutamate, respectively. To verify the effect of freeze-drying, microbiological
analysis (expressed as Log CFU/mL) was performed before and after lyophilization and
regularly during a storage period of 365 days at room temperature. Viability after freeze-
drying was particularly influenced by cryoprotectant agents. Trehalose and skim milk
protected the cells during the freeze-drying process. Our results demonstrate that freeze-
drying is a realistic technology for the stability and maintenance of Lactobacillus

fermentum and Wickerhamomyces anomalus for long time.

Keywords: wheat, skim milk, cell viability, trehalose, cryoprotectants.
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1. INTRODUCTION
Sourdough represents a product-mixed fermentation affected by the action of diverse

microorganisms naturally present in various cereals (Minervini, De Angelis, Di Cagno,
& Gobbetti, 2014). This process is less effective in terms of time but produces breads
that are more flavourful and often preferred by some consumers. The large-scale
production of fermented foods has become an important branch of the food industry and
subsequently has created challenges for producing high quantities of microorganisms
(Leroy & De Vuyst, 2004). To guarantee the survival of microorganisms, preservation
methods have been tested to ensure their high stability during long-term storage
(Sanders, Oomes, Membré, Wegkamp, & Wels, 2015).

Freeze-drying has been the classical method used to produce dry bacterial
powders because drying takes place at low temperatures, thus reducing heat
degradation (Miyamoto-Shinohara, Sukenobe, Imaizumi, & Nakahara, 2008). However,
biological materials can be irreversibly damaged during these treatments. During the
freezing process, the formation of ice crystals and an increase in the intracellular
concentration of salt cause water to leak out of cells and form extracellular ice crystals.
This osmotic shock is the main reason for cell viability loss (Nakamura, Takagi, & Shima,
2009).

Therefore, it is essential to define protective agents able to preserve protein
activity and cell survivability. Cryoprotectants are used to prevent this phenomenon
(Morgan, Herman, White, & Vesey, 2006) because they immobilize microorganisms in
a material with very high viscosity and low mobility reaction (Semyonov et al., 2010).
Some studies describe the use of cryoprotectants including skim milk and different
sugars, to decrease the damage caused in microorganisms by low temperatures
(Basholli-Salihu, Mueller, Salar-Behzadi, Unger, & Viernstein, 2014; Foerst, Kulozik,
Schmitt, Bauer, & Santivarangkna, 2012; Navarta et al., 2014). The production of
concentrated starter cultures for the food industry by freeze-drying has been studied
(Fonseca, Béal, & Corrieu, 2000; Zhao & Zhang, 2005). Most studies evaluate the
maintenance of microorganisms at lower or even frozen temperatures (Lattanzi,
Minervini, & Gobbetti, 2014). Such diversity has led to numerous studies over the years
aiming to understand the natural complexity of sourdoughs, which is pivotal to
uncovering potentialities and promising applications (Garcia Vilanova,
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Diez, Quirino, & Ifiaki Alava, 2015; Lhomme et al., 2016; Lhomme, Orain, Courcoux,
Onno, & Dousset, 2015).

Thus, this study aimed to evaluate the freeze-drying method to improve the cell
survivability of Lactobacillus fermentum and Wickerhamomyces anomalus (formerly
Hansenula anomala, Pichia anomala) using four cryoprotectant solutions, as well as,
the efficiency of the proposed solutions during a 12-month period of preservation at
room temperature, to obtain a simple and fast ready-to-use inoculum for the sourdough

process.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Microorganisms

Lactobacillus fermentum (IAL 4541) and Wickerhamomyces anomalus (IAL
4533) strains were isolated from dried sourdough (Stefanello et al., 2018) and
deposited at Nucleo de Colecdo de Micro-organismos (NCMO) of Instituto Adolfo Lutz.

The activation of L. fermentum (IAL 4541) was performed by the resuspension
of the lyophilized strain in 3 mL of de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) broth (Merck,
Germany), followed by vigorous shaking for 30 seconds in a vortex mixer and
incubation at 36 °C for 24 h under anaerobic conditions (BD Gaspak ™). An aliquot of
L. fermentum was transferred to Petri dishes containing solidified MRS agar. The
plates were incubated at 36 °C for 48 h under anaerobic conditions (BD Gaspak ™).
The inoculum was prepared by scraping one plate with culture growth and
resuspension in a sterile flask with 3 mL sterile 0.1% peptone solution (Merck,
Germany), obtaining a suspension of approximately 2.6 x 101° CFU/mL.

The activation of the W. anomalus IAL 4533 strain was by the subculture of cells
from a GYP (glucose 20g/L; yeast extract 5g/L; peptone 10 g/L; agar 20 g/L) plate, and
incubation for 48 h at 30 °C under aerobic conditions. The inoculum was prepared by
scraping 1/3 of the culture growth on the plate and resuspending in a sterile flask with
3 mL of sterile 0.1% peptone solution (Merck, Germany), giving a suspension of
approximately 1.17 x 10° CFU/mL.

2.2 Cryoprotectant agents (CPAS)

Five treatments were evaluated, namely a control solution (S1) and four

cryoprotectant solutions (S2, S3, S4 and S5), having the following components: S1 —
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0.1% peptone water solution; S2 - 5% trehalose solution (Tovani; Treha™); S3 - 10%
sucrose solution (Merck, Germany); S4 - 10%

skim milk solution; and S5 - stabilizer solution containing 5% sodium L-
glutamate monohydrate p.a. and 10% Molico® skim milk powder. The control solution
(S1) was autoclaved (121 °C/1 atm) for 15 minutes. The solutions containing the 5%
trehalose (S2) and 10% sucrose (S3) were sterilized by filtration using a sterile syringe
and filter. For S2, a 0.22 ym filter (BIOFILM® Syringe Filter) was used, and a 0.46 ym
filter (KASVI-k18-430) was used for S3. Cryoprotective solutions S4 and S5 were
sterilized by tyndallization (100 °C/30 minutes). Tyndallization was repeated after 24
h, and the vials containing solutions S4 and S5 were sealed with Parafim® after
closing (Bemis NA, USA).

The inoculum prepared in Section 2.1 was aseptically resuspended in sterile
glass vials containing 3 mL of the solutions of each treatment (S1 to S5) for further
lyophilization.

2.3 Freeze-drying

Initially, the vials were held at -20 °C for 24 hours. Lyophilization caps were
positioned in the flasks containing the L. fermentum (IAL 4541) and W. anomalus (1AL
4533) inocula. The flasks were immediately frozen (at -80 °C) using an ultralow
temperature freezer (Thermo, USA). After 12 h of freezing, cultures were transferred
to a freeze-dryer (K105, Liotop, Brazil). Freeze-drying was carried out for 24 h at -50
°C and at a pressure of 0.15 mbar (Keivani Nahr et al., 2015). After closing, the vials
containing lyophilized strains were sealed with Parafiim® and stored protected from

light at room temperature for 1 year.

2.4 Microbiological counts and cell viability

The quantification of the viable cell number of lyophilized strains (IAL-4541 and
IAL-4533) was performed eight times during storage: before lyophilization (-1), after
lyophilization (0), after 30 days (30), after 60 days (60), after 90 days (90), after 120
days (120), after 210 days (210) and after 365 days (365).

Freeze-dried samples were rehydrated adding autoclaved MRS broth (L.
fermentum IAL-4541) and SDA broth (W. anomalus I1AL-4533) to match the sample
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weight before dehydration, and vortex-mixed intermittently for 2 min. After 20 min,

samples were inoculated in Petri dishes. The viability of microorganisms before and

after freeze-drying was determined by 10-fold serial dilutions and plate assays on MRS
and SDA agar for bacteria and yeasts, respectively. Plates were incubated at 35 °C for
72 h for bacteria and 30 °C for 48 h for yeasts. Colonies with 30—-300 per plate were
selected for counting, and the mean values of the three plates were reported.

The survival rate (expressed as a %) was calculated using Equation (1),
considering the microorganism population before the process, i.e. the result obtained
in the analyses before freezing (-1), and the microorganism population after the
process, both for freezing followed by freeze-drying and for the other storage stages
at room temperature (for 365 days).

The viability (%) of the cell suspension for each protective medium was
calculated using the following equation (Huang et al., 2006):

viable cells after freeze — drying
x (%) = — — % 100
viable cells before freeze — drying

2.5 Experimental design

The experimental design was completely randomized with measures repeated
in time, in a 2 x 5 x 8 factorial scheme, totalling 80 treatments, with three replicates of
each treatment: two microorganisms (L. fermentum IAL 4541 and W. anomalus IAL
4533), five different cryoprotectants (S1: 0.1% peptone water, S2: 5% trehalose, S3:
10% sucrose, S4: 10% reconstituted skim milk, S5: 10% reconstituted skim milk with
5% monosodium glutamate) and eight times (-1, 0, 30, 60, 90, 120, 210, 365). The
mathematical model used is described in the formula below:

Vi =+ Mi+ G+ M*CO)jj+ T + (M*T)je + (C+T)jp + (M *C+T)yj + &4

+ Eijia

Onde: €,.= Amostra; (M * C);
i: 1....M (2) microrganismsanis
j: 1....C (5) CPAs
k: 1....T (8) store stage
190
191
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Data were submitted to residual analysis (normality test, test for independence and
test for homogeneity), analysis of variance, F-test and, when significant at 5%, means
were analysed by the Tukey test (5%) and contrast studies. For the time factor and its
interactions, when significant (5%), correlation analysis and polynomial regression
were used. Repeated measurements of viable counts after freeze-drying were carried
outto compare the protective effect of different agents. All experiments were repeated
three times independently. All data were statistically analysed with the SAS System for

Windows v9.1 software.

3. RESULTS AND DISCUSSION

Figure 1 shows the viability of L. fermentum (IAL 4541) and W. anomalus (IAL
4533) after freeze-drying with different cryoprotectants over time. Based on the
presented results, we can see that the lyophilization process was adequate for the
conservation of both the L. fermentum (IAL 4541) and the W. anomalus (IAL 4533)
isolates.

A significant drop in the cell viability of L. fermentum (IAL 4541) and W. anomalus
(IAL 4533) was observed after freeze-drying in most conditions. In terms of the
percentage of cell viability, the highest survivability of 99.7% was obtained when 10%
skim milk (S4) and 5% sodium glutamate (S5) were used as a protectant to L.
fermentum (IAL 4541). After 12 months, the lyophilized strains with the S5
cryoprotectant solution showed a cell viability rate of 87.3% for L. fermentum (IAL
4541) and 79.6% for W. anomalus (IAL 4533). The L. fermentum (IAL 4541) and W.
anomalus (IAL 4533) strains lyophilized with reconstituted milk and monosodium
glutamate showed high cellular survival rates (higher than 85%) 12 months after
preparation. The lyophilized cells of W. anomalus IAL 4533 with 5% trehalose stored
at room temperature maintained a viability of 71.7% after 12 months, whereas the
freeze-dried cells of L. fermentum IAL 4541 showed only 6.7% viability in the same
period. The skim milk powder solution best protected the W. anomalus IAL 4533 cells
during 365 days of storage at room temperature (83%), while the solution containing
the skim milk powder plus sodium glutamate was the most effective for the protection
of L. fermentum IAL 4541 cells (87.3%).
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Freeze-drying provides higher cell viability and is used for the long-term preservation
of bacteria and yeasts (Jarque, Bittner, & Hilscherov4, 2016). Different factors affect cell
viability during freeze-drying (Hubélek, 2003). Freezing conditions (rate and duration of
freezing) and the presence of protectants (Amine et al., 2014) used to suspend cells
before freezing are important parameters because they usually enhance cell survival.
Still, some treatments were more effective and ensured higher survival rates of cells over
time. This can be explained because during the drying process, more specifically
lyophilization, cells undergo thermal stress that can cause membrane injuries, protein
denaturation and irreversible damage to cellular DNA (Basholli-Salihu et al., 2014).
Therefore, it is important to optimize the freeze-drying process and choose a medium or
solution capable of protecting the cell both in freezing and in drying (Berk, 2013).

Protection by trehalose can be due to a protein-stabilizing capacity, replacing water
around polar molecules (Morgan et al., 2006). The positive effect demonstrated by the
addition of skim milk may be explained by its ability to provide a coating layer that protects
microorganism cells during freeze-drying (Abadias, Benabarre, Teixidd, Usall, & Vias,
2001). Having in mind the effect of cryoprotectants in enhancing cell survival during
freeze-drying, the results showed that the concentration of these protectants can affect
the amount of cell survivability after the process. Sugars showed high efficiency in
stabilizing cell membranes during freezing in comparison with other cryoprotectants
(Hubalek, 2003), because they reduce the freezing point and minimize the formation of
intracellular ice (Barbas and Mascarenhas, 2009). Besides, the hydroxyl components of
sugar molecules have the ability to protect cells from injury caused by freezing (Barbas
and Mascarenhas, 2009).

The results demonstrated that freezing without CPAs dramatically affected the survival
of the two tested strains. The positive effect observed for skim milk and trehalose on the
viability of the two strains after freezing confirmed the results of previous studies
(Stephan, Da Silva, & Bisutti, 2016). These results correspond to (Zayed & Roos, 2004)
the effect of trehalose on Lactobacillus salivarius survival after freeze-drying. It was
observed that cell survivability decreased when none of the CPAs was used, in the same
way as observed in treatments involving 0.1% peptone water in this study. Trehalose,
when used alone or in combination with other cryoprotectants, increased cell survivability.
The combination of trehalose, sucrose and skim milk was the most effective protection

and gave a survival rate between 83% and 85% after freeze-drying (Zayed & Roos, 2004).
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The survivability of Lactobacillus plantarum cells after freeze-drying increased as the
concentration of trehalose rose from 0% to 30% (Keivani Nahr et al., 2015) according
with results of this study. Increasing the trehalose concentration from 1% to 10% also
increased the survival of Candida sake cells after freeze-drying (Abadias et al., 2001).
An average concentration of skim milk and a high concentration of trehalose improved

tolerance to freezing followed by the drying of L. plantarum (Keivani Nahr et al.,
2015). The positive effect of skim milk on freezing survival is related to the formation of
a thin layer of milk protein over cell wall proteins. Even with this, calcium ions from the
skim milk may contribute to the protective effect (King and Su, 1993).

In the study by Black et al. (2013), four different cryoprotectants used in the
lyophilization of Escherichia coli were evaluated (Black, Zannini, Curtis, & Génzle,
2013). Four batches were produced using a 10% skim milk solution and the same
solution containing glycerol, sucrose and trehalose. Long-term stability was studied at <
-70 °C, -20 °C, 4 °C, 25 °C and 35 °C for five days. Batches remained stable at < -70 °C
for four months. The sample containing glycerol presented unsatisfactory stability results
at the end of five days. Sucrose and trehalose cryoprotectants were stable at the studied
temperatures and were considered to be suitable for lyophilizing the microorganism in
guestion. An increase in the survival of freeze-dried species of Geotrichum candidum
was reported by Hamoudi et al. (2007) using disaccharides such as trehalose, sucrose
and maltose at a concentration of 23%.

In a previous study of the preparation of a freeze-dried sourdough (Stefanello et al.,
2018), the addition of 10% and 15% of trehalose before lyophilization was evaluated
and a cryoprotective effect directly proportional to the added concentration of trehalose
in microorganism viability was observed. In previous study conducted by Stefanello et
al. (2017) investigated the sensorial characteristics of sourdough control breads
compared with 10% and 15% trehalose, and there was no significant difference between
treatments, demonstrating that the addition of trehalose had no impact on the flavour

intensity and aroma of breads produced, affecting only the specific volume of breads.

4. CONCLUSION

Using lyophilized strains to obtain natural ferments is a practical alternative for the
production of naturally fermented products. However, there is a relevant parameter

that involves the preparation of the strain and its use with success. Trehalose was
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shown to be much more efficient in protecting and maintaining the yeast cells of W.
anomalus (IAL 4533) than the bacterial cells of L. fermentum (IAL 4541). The best
cryoprotectant solution was the mixture of 10% skim milk powder plus 5% sodium
glutamate, obtaining the highest viability rates after 365 days for both analysed strains.
This matrix is a

relatively cheap product and is more economically advantageous than the use of
trehalose. Our results demonstrate the possibilities of the conservation and
maintenance of strains at room temperature, reducing refrigeration and transportation

costs.
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Figure 1

Figure 1. Viability (Log CFU/g or ml) of Lactobacillus fermentum (IAL 4541) (a) and
Wickerhamomyces anomalus (IAL 4533) (b) using different CPAs at room temperature
for 365 days. Control: peptone water; Tre 5%: Trehalose 5%; Suc 10%: Sucrose 10%;
SMP: Skim milk powder 10%; SMP + SG: Skim milk powder 10% more sodium

glutamate 5%.
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Figure 1. Viability (Log CFU/g or ml) of Lactobacillus fermentum (IAL 4541) (a) and
Wickerhamomyces anomalus (IAL 4533) (b) using different CPAs at room temperature
for 365 days. Control: peptone water; Tre 5%: Trehalose 5%; Suc 10%: Sucrose 10%;
SMP: Skim milk powder 10%; SMP + SG: Skim milk powder 10% more sodium
glutamate 5%.
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5.4 ARTIGO 4 — THE USE OF CHECK-ALL-THAT-APPLY (CATA) TO DETERMINE
THE SENSORY ATTRIBUTES IN PANETTONES ELABORATED WITH Lactobacillus
fermentum IAL 4541 AND Wickerhamomyces anomallus IAL 4533

Artigo submetido ao periédico Food Research International, INSS 0963-9969,

Area de avaliacdo em Ciéncia de Alimentos, Classificacéo Al.
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Title: Use of Check-All-That-Apply (CATA) to determine the sensory attributes in
panettones elaborated with Lactobacillus fermentum IAL 4541 and
Wickerhamomyces anomallus IAL 4533

ABBREVIATIONS!

ABSTRACT:

In panettones, the physical and chemical properties can determine, besides quality
attributes, consumer acceptability. The aim of this work was to evaluate the effect of
Lactobacillus fermentum and Wickerhamomyces anomallus (formerly Pichia anomala)
on microbiological, physical, and chemical characteristics, as well as the impact of
these strains on sensory aspects. For the elaboration of panettones, the sponge
method was used, with long fermentation and using sourdough containing two selected
microorganisms, L. fermentum IAL 4541 (LF) and W. anomallus IAL 4533 (WA). To
obtain the control panettones, the sponge was prepared using commercial dry yeast,
with and without calcium propionate, as a preservative. For the sensory analysis, we
selected sourdough panettones prepared with LF, LF / WA, WA, control without
calcium propionate and compared them with commercial panettone. The samples were
characterized for their physical and chemical aspects (moisture and color), quality
attributes (specific volume and instrumental firmness), microbiology (mould and yeast),
“check-all-that-apply” and acceptance tests. The results of the statistical analyses
analyzed by analysis of variance ANOVA and Tukey test showed significant
differences (p < 0.05) among the samples. Differences in specific volume and
instrumental firmness were observed. The samples presented values of moisture
between 22.56% and 24.95%. Analysis of the instrumental firmness of the crumb
showed a high variation in values (between 3.27 N and 12.74 N). Significant
differences in crumb color parameters (L* values between 74.90 and 77.79, a*
between —0.25 and 0.002 and b* from 22.76 to 25.18) were found in all samples.
Keywords: panettone stability, sourdough, calcium propionate, acceptance test, acid

lactic bacteria, sensory analyses.

1 CATA: Check-All-That-Apply; IAL: Instituto Adolfo Lutz; YM: Yeast extract-mannitol; MRS: Man
Rogosa and Sharpe; OD: Optical density; CFU: Colony forming unit; D1-D7: Doughs (number 1 to 7);
SD1-SD7: Sourdough (number 1 to 7); Aw: Water activity; TTA: Total titratable acidity; B.O.D:
Biochemical Oxygen Demand; PDA: Potato Dextrose Agar
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1. INTRODUCTION:

Fungal deterioration is the main problem regarding the shelf life of bread and baked
goods. Chemical preservatives such as propionic, sorbic, and benzoic acid and its
derivative salts are still widely used, but consumers are looking for more natural
products. Several studies (Crowley & Mahony, 2013; Hassan, Zhou, & Bullerman,
2015; Valerio, Di Biase, Lattanzio, & Lavermicocca, 2016) have focused on the
antifungal activity of compounds from natural sources and on biopreservation as
effective alternatives to chemical preservatives. Recent studies (Hassan, Zhou, &
Bullerman, 2015; Valerio et al., 2016) proposed a combined effect of sourdough
fermentation, which extended the shelf life of bread.

The use of select lactic acid bacteria and yeasts as starter cultures for industrial bread
making, resembling the traditional sourdough fermentation, has been extensively
explored during these last years (Salvucci, LeBlanc, & Pérez, 2016; Stefanovic,
Fitzgerald, & Mcauliffe, 2017). Studies have shown that the use of Lactobacillus
fermentum from brewing sourdough in bread is beneficial for controlling fungal
deterioration in bread, which may extend the shelf life of these products (Fazeli,
Shahverdi, Sedaghat, Jamalifar, & Samadi, 2004). Species of Wickerhamomyces
anomallus (formerly Pichia anomala) are known to control a range of postharvest fungi
decreasing sporulation and mycotoxin production (Melin, Schnirer, & Hakansson,
2011).

Sourdough fermentation has the potential to exploit the technological, nutritional,
functional and sensory features of wheat flours (Coda, Cagno, Gobbetti, & Rizzello,
2014). In particular, sourdough fermentation improves dough workability, bread
structure and organoleptic and nutritional properties of flours (Rizzello, Calasso,
Campanella, Angelis, & Gobbetti, 2014). Adequate starter cultures are needed to
exploit the potential of particular flour matrices. Thus, the use of sourdough in wheat
breads has gained popularity in recent times as a means to improve the quality and
flavor of breads (Najafi, Pourfarzad, Zahedi, Ahmadian-Kouchaksaraie, & Mohammad
H. Haddad Khodaparast, 2016). Sourdoughs are distinctive of some traditional Italian
sweet baked products like panettone (Picozzi, Anchise, & Foschino, 2006). According
to Montanari et al. (2014) “Panettone is a traditional Italian sweet-leavened baked

product, usually consumed at Christmas”. The preparation of panettone begins with a
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sourdough called "mother" (mother sponge), which is propagated continuously
following specific procedures (Montanari et al., 2014).

Panettones are products with a relatively long shelf-life — they may last for
months — and their quality is maintained during storage through the use of various
additives such as oxidizing agents, emulsifiers and enzymes (Benejam, Steffolani, &
Ledn, 2009). Studies on the use of sourdough as a way to reduce the formulation's
additive content (conservative and oxidizing agents), as well as to improve flavor and
aroma (Benejam et al., 2009) have been accomplished.

Sensory analysis is an important tool to assist in developing new products,
guality assurance and consumer satisfaction assessments (ASTM, 2014). Because of
the limitations of some methods of measuring perceptions, methods such as Check-
All-That-Apply (CATA) or "Check All That Matches” have been developed to quickly
obtain product profiles through consumer perceptions in trained teams. The evaluation
consists of presenting a list of attributes and asking consumers to indicate words and
phrases that adequately describe sensory attributes, emotional and / or hedonic
responses, purchase intentions, product positioning, or other terms that consumers
may associate with the sample (Meyners & Castura, 2014).

The main objective of this work was to evaluate the effect of L. fermentum and
W. anomallus (formerly Pichia anomala) on the microbiological, physical, and chemical
characteristics, as well as the impact of these strains on the sensorial aspects of long
fermentation panettones. In this study, seven types of panettone, produced in a pilot

plant with different sourdoughs were compared.

2. MATERIAL AND METHODS:
2.1 Microorganisms

The strains of microorganisms used throughout this study were Lactobacillus
fermentum IAL 4541 and Wickerhamomyces anomallus 1AL 4533, selected for their
antifungal activities (Coda et al., 2011; Fazeli et al., 2004). The strains were isolated
from a lyophilized natural yeast produced from a blend of refined wheat flour and whole
wheat flour for 14 days (Stefanello et al., 2018) and kept lyophilized by the Collection
Nucleus of the Adolfo Lutz Institute (IAL).
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2.1.1 Inoculum preparation

Actively growing single strains of L. fermentum IAL 4541 and W. anomalus IAL
4533 were inoculated (inoculum level 1.0%, v/v) into Erlenmeyer flasks containing 100
mL of YM or MRS broth, and incubated for 24 h at 25 and 30 °C, respectively
(Paramithiotis, Chouliaras, Tsakalidou, & Kalantzopoulos, 2005). Twelve-hour cells
were harvested (5000 x g, 15 min, 4 °C), washed twice with distilled sterile water and
resuspended in distilled water to an optical density at 620 nm (ODs20nm) corresponding
to about 10%° colony forming unit (CFU) per mL of L. fermentum IAL 4541 and 108
CFU/mL of W. anomalus IAL 4533. These inoculums were used as a starter culture in

sourdough preparation.

2.2. Sourdough preparation

To prepare the sourdough, a seven-stage technique derived from a traditional
procedure with three stages (Paramithiotis et al., 2005) adjusted to this experiment
was applied. Dough 1 (D1) was prepared by mixing the 50 mL of the starter culture
with 100 g of wheat flour (Renata®, Selmi mill). After 24 h incubation at 28 °C,
sourdough 1 (SD1) was formed. It was followed by successive mixing and incubation
until obtain the sourdough 7 (SD7) on day 7 (Figurel), that was considered the final
sourdough.

2.3. Panettone formulation

From the sourdoughs produced (L. fermentum IAL 4541 and W. anomalus IAL
4533) a proportion of the microorganism was established in each treatment (Table 1).
Thus the five treatments were composed of: LF: 100% L. fermentum IAL 4541 and 0%
W. anomalus IAL 4533; 75 LF / 25 WA: 75% L. fermentum IAL 4541 + 25% W.
anomalus IAL 4533; LF / WA: 50% L. fermentum IAL 4541 + 50% W. anomalus IAL
4533; 25 LF / 75 WA: 25% L. fermentum IAL 4541 + 75% W. anomalus IAL 4533; WA:
0% L. fermentum IAL 4541 and 100% W. anomalus IAL 4533; and the controls
(checks) CP: 100% commercial yeast + 0.5% calcium propionate and Control: 100%
commercial yeast.

For panettone preparation, the ingredients were separated, weighed in a semi-
analytical balance and subjected to semi-industrial process using a vertical spiral

kneading trough with two speeds (A30 model, Industria Maquinas para Panificacéo
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Progresso, Santa Teresinha, PR, Brazil) and turbo electric oven (Vipinho 0448,
Perfecta, Curitiba/PR, Brazil). The panettones were prepared using a previously
tested, conventional formulation (Table 2), and the mixing process was the same for
all panettones.

The ingredients in the sponge phase were mixed for 9 minutes at slow speed
(190 rpm hook and 50 rpm bowl) and 2 minutes at high speed (380 rpm hook and 100
rpm), while the mass phase mixture took 7 minutes at slow speed and 4 minutes at
fast speed for gluten network to form. The masses were divided in portions of 550 g
each and were left to rest in the climatic Evolution proofer (Super Freezer, Pocos de
Caldas, MG, Brazil) until they doubled in size at a controlled temperature of 32 °C /
80%, relative humidity. Afterwards they were supplied in oven Vipinho 0448 (Perfecta,
Curitiba/PR, Brazil) at 180 ° C for 50 minutes. Figure 2 describes the panettone

flowchart.

2.4 Physicochemical analysis
2.4.1 Instrumental Firmness Analysis

The firmness of the panettones was determined by the texturometer Stable
Micro Systems, model TA-XT2i (Godalming / Surrey, UK), according to the method 74-
09.01 (AACCI, 2010). For the analysis, the probe SMS P / 36R HDP / 90 platform was
used in the following operating conditions: compression force measurement, pre-test
speed: 1.0 mm/s, test speed: 1, 7 mm/s, post-test speed: 10.0 mm/s, penetration
distance 40%. Ten readings of each sample were performed. The readings were
performed every 28 days for 140 days (1, 28, 84, and 140 day).

2.4.2 Specific volume

The specific volume of the panettones, 2 hours after the resting, was evaluated
by the rape seed method according to AACCI 10.05.01 (AACCI, 2010) using the
Vondel Mill brand volume meter (Model MDMV 03 / MVP 1300, Series 60, Vondel
Indastria e Comeércio de Maquinas e Componentes Ltda., S&o José dos Pinhais, PR,
Brazil). The specific volume was calculated by the ratio between volume and weight of

the panettones (cm?3/g). The analyses were performed in quadruplicate.

2.4.3 Color analysis
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The color analysis of the panettones was performed on a Konica Minolta CR450
colorimeter at room temperature under the following conditions: illuminant Des,
observation angle: 10° for analysis of crumb color. The results were expressed in the
CIELab system. The colorimeters measure color using three parameters: L*, ranging
from 100 (white) to zero (black); b*, ranging from blue (negative) to yellow (positive);
and a*, that varies from green (negative) to red (positive). The results were the average

of three readings.

2.4.4 Moisture analysis

The moisture analysis of the panettones was performed in two phases. In the
first phase, method 62-05.01 (AACCI, 2010), the panettone slices were chopped and
homogenized (crust + crumb), weighed 10 g sample in tared aluminum capsules,
heated to an oven at 70 °C / 5 h, cooled and weighed. In a second step, method 44-
15.02 (AACCI, 2010), the dry residue was ground in a gral, weighed 2 g of sample in
a tared aluminum dish, heated to 130 °C/ 1 h, cooled and weighed. This analysis was

performed with 3 replicates.

2.4.5 Water activity (Aw)

For Aw, the panettone slices were chopped and homogenized, and carried out
the direct measurement in an AqualLab 4TEV water activity analyzer, at a temperature
of 25 °C. The water activity was monitored for 140 days, with readings performed on
days 1, 14, 28, 42, 56, 70, 84, 98, 112, and 140.

2.4.6 pH and total titratable acidity (TTA)

The pH and TTA were determined on 10 g of panettone homogenized with 90
mL of deionized water at room temperature (Gamel, Abdel-aal, & Tosh, 2015) at days
1, 28, 56, 84, 112, and 140. The pH was measured using a pH meter (Digimed®, DM-
22, SP, Brazil) and TTA was determined by the standard method (IAL, 2008) using 0.1
M NaOH (expressed in mL of NaOH) and phenolphthalein as indicator (pH 8.3). These
analyses were carried out during 14 days of back-slopping.

2.5 Study of shelf-life and microbiological analyses of panettones
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The panettones were stored in a chamber type B.O.D (Biochemical Oxygen
Demand) at 28 ° C/ 75% RH and monitored for up to 140 days after manufacture. The
microbiological counts of molds and yeasts, expressed in CFU/g, were determined on
days 28, 98, 112, and 126 after manufacture. Approximately 10 g of sample were 10-
fold diluted with 9 g/L NaCl solution [NaCl (Merck, Darmstadt, Germany), 0.85%, m/v;
peptone (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, United Kingdom), 0.1%, m/v] and
homogenized in a Lab Blender Stomacher (Seward Medical, London, UK) for 2 min.
Decimal dilutions were performed and plated onto Potato Dextrose Agar (PDA) Agar
(Himedia, Mumbai, India) and tartaric acid 10% under aerobic conditions at 25 °C for
72 h (Aplevicz et al., 2014).

2.6. Sensory evaluation

The sensory evaluation was performed for the LF, LF/ WA, WA, CP, and
commercial panettone. Commercial panettone was purchased locally. This study was
approved by the Research Ethics Committee of the Federal University of Santa Maria
(RS, Brazil) (CAAE: 46155415.6.0000.5346). A three-digit code was assigned to the
samples, which were evaluated by each consumer in a monadic order, following a
balanced design (Ares et al., 2016). The tests were performed in individual booths with
fluorescent lighting according to Heck et al. (2017). The panettones were cut into 7 x
5 cm and water at room temperature was provided to consumers for palate cleansing.
One hundred and forty consumers of panettones (66% female, 34% male, age 17—60

years) participated in the sensory tests.

2.6.1 Check-all-that-apply (CATA) evaluation

Consumers were asked to complete a CATA questionnaire with 23 descriptors
related to the sensory characteristics of the panettones. The descriptors used in the
CATA questionnaire were based on studies on sensory consumer perception (Ares &
Jaeger, 2013, 2015; Jaeger et al., 2015). The following sensory attributes were used
o characterize the sensory profile of the panettones: Alveoli elongated and with uniform
size, Mustiness aroma, Nice aroma, Holes in the crumb, Uniform color, Remaining
taste, Candy, Pasta devoid of flavor, Candied fruits, and raisins in the proper amount,

Crumbly and dry crumb, Excessively aromatic, Soft taste, Sweet aroma, Alcohol
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aroma, Proper texture, Bitter taste, Raw pasta, Soft, Few candied fruits and raisins,

Pleasant taste, Yeast flavor, Moist crumb, and Aroma of preservative.

2.6.2 Acceptance tests

A sensory acceptance test was performed using a 9-point structured hedonic
scale, varying from “disliked very much” to “liked it very much” (Stone, Bleibaum, &
Thomas, 2012). To purchase intent it was used a 5-point scale (5 = definitely buy, 3 =

may buy or may not buy, 1 = definitely would not buy) (Meilgaard, Civille & Carr, 2006).

2.7. Statistical evaluation

The global experiment was repeated three times. Data (except sensory
evaluation) were analysed by ANOVA using a general linear model considering the
treatments as fixed effect and the replicates as random effect (n=3). Tukey's test was
used to compare the averages at the 5% level of significance. Pearson's test was
applied for correlational analysis using a statistical program (StatSoft, 2007). Analysis
of correspondence was used to analyze data from CATA questionnaire, considering
the chi-square distance (Vidal, Tarrega, Antanez, Ares, & Jaeger, 2015), calculated on
the matrix containing the frequency of use of each term for each sample. For the
consumer test, a two-way ANOVA (consumers x samples) followed by Tukey's test at
5% significance level (p < 0.05) was carried out.

3. RESULTS AND DISCUSSION:
3.1 Physical characterization of panettones

In bakery products, attributes such as texture, specific volume, color and moisture
are fundamental characteristics appreciated by consumers (Valcarcel-Yamani &
Lannes, 2013). The results of instrumental firmness are presented in Table 3, with
values varying from 3.27 to 6.87 N over 140 days, both values belonging to the control
sample with calcium propionate. For the remaining treatments, the firmness, in
general, the variation over the storage time was small. The softness of panettones
made with LF and 75LF / 25WA did not show significant differences over time, whereas
for panettones made with commercial yeast with and without calcium propionate (CP
and Control) showed the greatest softness among all the treatments. However, from

day 84 the treatments that demonstrated the highest averages were the CP and
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Control. At the end of the analysis period (140 days) the best treatments for texture
among the panettones made with sourdough were with the proportions of 50% L.
fermentum IAL 4541 and 50% W. anomalus IAL 4533 and 25% L. fermentum IAL 4541
and 75 % of W. anomalus IAL 4533.

Through the Pearson correlation analysis, it was observed that firmness on day
1 correlated negatively with the specific volume (r = — 0.91), moisture (r = — 0.91),
lightness (r = — 0.91) and (b) (r = — 0.91), that is, with the increase in the specific
volume, moisture, clarity of the crust and the b* (blue-yellow chromaticity coordinate)
value of the panettone crumb, there was a decrease in firmness in the panettones.

In products with complex formulations such as panettone, texture is affected by
the fat and sugar content (Benejam et al., 2009). The use of xynalase counteracted to
produce softer panettones when compared with the control (Benejam, Steffolani, &
Ledn, 2009). Comparing the results of this study with the aforementioned study,
panettones made with sourdough were softer throughout the 140 days of storage with
averages between 5.04 and 6.09 N (Table 3) than to the 6 days of storage in
temperature (minimum values of 8 N). Valcarcel-Yamani & Lannes (2013 analyzed
nine trade panettone brands and obtained values of instrumental firmness ranging from
2.14 to 7.55 N. Considering that in this study the panettones were purchased and
evaluated with time of estimated from 30 to 90 days.

The results of specific volume, moisture and color (L*, a* and b*) are described
in Table 4. Regarding the specific volume (Table 4), the values obtained were close,
with variation ranging from 2.88 to 3.25 cm®/g, and the lowest values were obtained in
the 100% LF and in the control without calcium propionate (Control). These results are
probably due to higher CO2 production during the fermentation phase (Gerardo-
Rodriguez et al., 2017) and subsequent expansion of these gases during delivery,
which were imprisoned inside the gluten network. The treatments 75LF / 25WA, 25LF
[ 7T5SWA, LF / WA and WA did not differ statistically (p > 0.05) between each other and
with CP treatment. The treatment with 100% L. fermentum IAL 4541 (LF) had the
lowest specific volume (2.88 cm?/g). The control treatment, although elaborated only
with commercial yeast, did not produce a good result of specific volume, being below
the expectations. The panettones elaborated with the strain W. anomalus IAL 4533
presented the largest volumes. This can be explained by the fact that this yeast adapts

easily in a sourdough ecosystem, thus producing more CO:



314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340

341
342
343
344
345

102

(Heide-Marie, Moons, Huret, Vrancken, & De Vuyst, 2011). In the Valcéarcel-Yamani &
Lannes (2013) study, the nine brands of commercial panettone presented values from
3.181t05.13 cm?/ g.

Based on the values obtained for the luminosity (L*) represented in Table 4, all
treatments showed values of L* above 70, which represents good sensory acceptability,
according to Purlis (2011). CP treatment was the clearest, although the variation
between treatments was small (74.90 to 77.79) (Table 4). According to one study
reporting the effect of sourdough addition on mass (Torrieri, Pepe, Ventorino, Masi, &
Cavella, 2014) it was observed a correlation between the treatments using acid mass.
However, the treatment that had its color influenced in the fermentation was Control (L*:
74.90). Although the latter treatment was made only with commercial yeast, it presented
the darkest color of the kernel, disagreeing with Andrade (2017) study that obtained the
highest values of L* for samples made with dry commercial yeast. The presence of
enough sugar in the panettone formulation accelerates the reaction of Maillard, leading
to a progressive crust and crumb darkening (Benejam et al., 2009; Valcarcel-Yamani &
Lannes, 2013). With respect to the negative values of a* we can infer that panettone
samples showed slightly reddish tones and based on the positive values of b*, the
samples approach more of the yellow tint (Prati, Moretti, & Cardello, 2005).

Comparing the mean values of the moisture content of panettones (Table 4) with
a study by Valcarcel-Yamani & Lannes (2013) on Brazilian trademarks, the results of
this work ranged from 26.4 to 23.1 %. The moisture values for the panettones produced
with sourdough (LF, 75LF / 25WA, LF / WA, 25LF / 75WA, WA) varied from 23.90 to
25.31 and for panettones made with commercial yeast (CP and control) there was a
slight increase in this parameter (24.95 and 25.36 %).

3.2 Results of water activity, pH, and titratable total acidity

Figure 3 shows the water activity - Aw (a), pH (b) and titratable total acidity - TTA
(c) results. The water activity suffered a sudden drop in values from day 112. Taking a
general evaluation from the beginning of the monitoring until the 140 days, during the
first 28 days the treatment using calcium propionate as preservative (CP) presented the

highest values of Aw. After 42 days, the observed mean values varied widely between
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the treatments using sourdough. The treatment using commercial yeast (Control)
obtained the lowest average for this attribute, with a marked drop after 112 days of
storage. As for the water activity, it is perceived that it is high, favoring the growth of
microorganisms, especially molds and yeasts, that develop easily in media with water
activity above 0.7, thus justifying the need for the use of preservatives to increase
product shelf life (Zanqui et al., 2014).

In relation to the pH values (Figure 3 b) monitored during the 140 days, it was
observed very similar behavior with the treatments from the mixture of the selected
strains (LF; 75LF / 25WA,; LF / WA; 25LF / 75WA; WA) obtaining pH values between
3.90 and 4.34. Panettones made with commercial yeast (Control and CP) showed
higher pH values ranging from 4.79 to 5.13.

This separation in groups (natural yeast group and commercial yeast group)
was also verified for TTA as shown in Figure 3 c. TTA values were higher, as expected,
for 100 LF, 75LF / 25WA, LF / WA, 25LF / 75WA and 100 WA treatments assuming
values (minimum and maximum) of 2.8 and 4.1, respectively, during the monitoring
period (values expressed in mL of 0.1 N NaOH). In contrast, the lowest values of TTA
(in mL of 0.1 N NaOH) were found in panettones obtained with commercial yeast
(Control) and addition of calcium propionate (CP), as shown in Figure 3 c. According
to the results presented in Figure 3 c, the titratable total acidity is within the maximum

range established by the legislation, that is, 6 mL.

3.3 Shelf life and microbiological analyses of panettones

Table 5 provides data describing the microbiological growth of molds and yeasts in
panettones. Microbiological counts of molds and yeasts were expressed in Log
CFU/mL. The control panettones (Control) reached only 56 days of shelf life, while the
LF / WA and WA treatments remained microbiologically stable throughout the
monitoring period (> 126 days). Treatment with addition of calcium propionate (CP)
preservative becomes moldy after 112 days. Based on the results of the water activity
(Figure 3 - a) it is possible to say that during the complete assay panettones presented
high values of Aw and therefore were susceptible to fungal deterioration (Zanqui et al.,
2014). The extended shelf life of sourdough panettones could be attributed to a wide
variety of organic acids and low molecular weight metabolites produced by

microorganisms during the fermentation process (Hassan et al., 2015).
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3.4 Check-all-that-apply (CATA)

Figure 4 presents the correspondence analysis (CA) used to evaluate the
descriptors generated by the CATA questionnaire. The CA explained 81.68% of the
total variance, with 54.61% and 27.07% in the first (F1) and second (F2) dimensions,
respectively. The panettones were separated on the sensory map into 3 distinct
groups. The first group consisted of the treatment containing the panettone LF/WA.
The second group consisted of both the Commercial and CP. The third group consisted
of both the WA and LF. The treatment LF/WA was characterized by the descriptors
Holes in the core, Candied fruits, and raisins in the proper amount, Excessively
aromatic, Sweet aroma, Bitter taste, Raw pasta, and Moist crumb. The treatments WA
and LF were characterized by the descriptors Nice aroma and Remaining taste. The
treatments Commercial and CP were characterized by the descriptors Aroma of
preservative, Mustiness aroma, Pasta devoid of flavor, Alcohol aroma, Few candied
fruits and raisins, and Yeast flavor.

Through the CATA test it was possible to distinguish the differences between
treatments using the sourdoughs of those who used commercial yeast in their
formulation. The mixture of the L. fermentum IAL 4541 and the W. anomalus IAL 4533
strains in the 50% proportion coincided with the same quadrant whereas the treatments
involving the separate microorganisms (WA and LF) were characterized by other
sensorial attributes. In the second quadrant, it was possible to see that the attribute of

preservative aroma was defined as a control (CP) and a commercial treatment.

3.5 Acceptance tests

The results for the acceptance test performed after 1 day of manufacture are
presented in Table 6. The results of color, odor, flavor, softness and moisture attributes
show that panettones were well accepted by consumers in general refers to the
sensory characteristics of the product with a mean that is “moderately liked” in the
scale used. Regarding color, it can be observed that the panettone made with LF / WA
presented the lowest mean (7.25) and commercial panettone the best mean (7.71).
However, for the odor attribute it was possible to note that the sourdough panettones

obtained the best evaluations in comparison with the CP and commercial treatments.
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Fermented sourdough panettones have more odor than traditionally processed
panettones (with commercial yeast) showing an increase in the concentration of odor
and taste precursor compounds (Torrieri et al., 2014).

Analyzing Table 6, it can be observed that for all formulations the evaluations
were close to 7, indicating a good acceptability in relation to the flavor, and the
differences found between the means, for the attributes analyzed, were not significant
at a level of 5% by the ANOVA variance test, demonstrating the acceptability of the
tasters in relation to all the samples. Thus, it is possible to add sourdough to the
panettone without displeasing consumers' palate, since it received notes that are
equivalent to “liked moderately” in the scale used.

Good evaluations for the odor and flavor attributes may be related to the
properties of exopolysaccharides (EPS) produced by lactic acid bacteria (LAB) (Torrieri
et al.,, 2014). These EPSs act as bio-thickeners or hydrocolloids that stabilize the
rheological properties of the dough improving taste, odor and texture and ensure a
long shelf life (Tieking & Ganzle, 2005).

On the other hand, for the softness attribute there was a statistical difference (p
< 0.05) and the best means were for the commercial treatment (7.94) and for the LF
(7.74). In general, the other treatments received scores close to 7, which means good
acceptability by consumers. As regards moisture, a similarity was observed with the
results obtained in the physical and chemical analyses (Table 4) with the results
achieved with the acceptance test (Table 6). The LF treatment presented the best
score (7.42) as well as one of the highest moisture (25,31). Based on the statistical
analysis performed, it was observed that the treatments presented similar averages,
where only the LF / WA treatment was shown to be relatively inferior to the others.
Although the treatments had significant differences (p < 0.05), the means indicated for
the moisture attribute were “moderately liked” in the scale used.

From the results presented in Figure 5 it can be verified that the consumers
presented a positive attitude regarding the Purchase intention of the evaluated
panettones. A total of 80% of consumers “problably or certainly” would buy the LF
panettone, 68.6% the WA and 49.3% the LF / WA. These values for both CP and
commercial panettones were 65.7%.

Unlike bread, panettone is a product that maintains its quality during storage
and can be consumed after a long period, up to 6 months. During storage, there are
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transformations in the product, called “apparent maturation”, which help to accentuate
the flavor of the product and, in this sense, favor the sensorial quality of the final
product (Valcarcel-Yamani & Lannes, 2013). In general, people always seek or
accept food prepared from ingredients traditionally established and close to their
eating habits, since food behavior is influenced by environmental, biological,
ecological, and sociocultural factors. However, sensory and cultural characteristics,
such as taste, satisfaction, and convenience, may also interfere with the choice of
food and even increase the nutritional ratios for the choice of a particular food (Barker,
Thompson, & McClean, 1995).

Panettones of good technological quality and good level of acceptance were
produced in this work. The products developed met the legislation in the parameters
of moisture and acidity. Regarding the analysis of instrumental firmness, the
panettones elaborated with sourdough had their softness less affected during the
storage if compared with panettones elaborated with commercial yeast, indicating a
technological advantage of the use of these strains as starters. The physical and
chemical analyses met the standard available in the literature. Microbiological analysis
of panettones for molds and yeasts makes it clear that the use of L. fermentum IAL
4541 and W. anomalus IAL 4533 provides an increase in the shelf life of the products.
The species used as sourdough are often described in the literature as microorganisms
with antifungal properties, and the treatments LF / WA and WA proved this capacity
because they are the only panettones that not became moldy after 126 days of
monitoring. These results show the economic advantage of using sourdough in
panettones to increase shelf life without the addition of artificial preservatives, thereby
reducing fungal spoilage losses. In addition, the use of sourdough in the formulating
panettones also presented satisfactory results from the sensorial point of view.
Consumers perceived differences in some attributes, especially with regard to odor. In
addition, more natural and preservative-free panettones are more attractive to
consumers than those traditionally marketed.

Based on the results obtained in the acceptance test, it is possible to conclude
that consumers had a good acceptance regarding the taste attribute. Therefore, the
use of sourdough in the preparation of panettones from selected strains and without
artificial preservatives is shown as a more natural and promising alternative because
it was well accepted sensorially with notes equivalent to “moderately liked.” The

panettones were well accepted sensorially proving to be very competitive with respect



477
478
479
480
481
482
483
484
485
486
487
488
489
490
491
492
493
494
495
496
497
498
499
500
501
502
503
504
505
506
507
508
509

107

to the control and commercial panettone. Among the treatments, panettone made with
LF / WA showed better physical, chemical, and microbiological characteristics,
although commercial panettone presented the best marks in the acceptance test.
According to the CATA test, there was a clear separation between the samples

showing that the LF and WA panettones differ from the LF / WA, and the CP and

commercial panettones differ from the others.
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Table 1. Description of the treatments with the % used of the Lactobacillus fermentum
strains 1AL 4541 (LF) and Wickerhamomyces anomalus IAL 4533 (WA) in the
sourdough preparation. Control trials using the commercial yeast Saccharomyces
cerevisiae with (CP) and without calcium propionate (Control) as artificial preservative.

Treatments L. fermentum W. anomalus Commercial yeast Calcium

IAL 4541 IAL 4533 S. cerevisiae propionate
LF 100% - - -
75LF/25WA 75% 25% - -
LF/WA 50% 50% - -
25LF/75 WA 25% 75% - -
WA - 100% - -
CP - - 3% 0.5%

Control - - 3% -




Table 2. Panettone formulations.
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Ingredients Step 1 - Sponge
% (b.f.)***
Wheat flour 76.0
Enzima Spring 0.045
Ascorbic acid 0.005
Datem 0.5
Monoglycerides 2.0
Gluten 3.5
Pasteurized Yolk 9.5
Dried malt 1.0
Sourdough * 0e 30.0
Commercial Sponge ** 0e 30.0
Water 38.0
Sugar 20.5
Step 2 - Dough
% (b.f.)
Sponge (Step 1) 180.0
Wheat flour 24.0
Calcium propionate * 0.0-0.5
Fat (80 % lipids) 15.0
Sugar 17.5
Ascorbic acid 0.008
Salt 1.0
Sorbitol 0.15
Panettone Aroma 0.35
Fruit Blend 50.0

* Sourdough and Calcium propionate as per Tab 1. ** Commercial sponge prepared
with 3% commercial yeast Saccharomyces cerevisiae, 60% water and 40% wheat flour
15 minutes before preparation of CP and Control panettones (Tab 1). *** b.f. = base
flour, i.e., the weight of the ingredients was calculated based on the total weight of the

wheat flour.
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Table 3. Monitoring the instrumental firmness of panettones during 140 days of
storage.

Firmness Instrumental (N)

Treatments 0°day  28°day  84°day 140°day SEM Sig
LF 6.41N5a  645NSa  671NSa  6.00NSab 03099 *+
75LF/25WA 563NSh  5.84NSa  646NSab 554NSpc 0.321
LF/WA 428Bcd 576Aca  5.89Ab  536Abcd 0.167
25LF/75WA 454Bcb  597Aa  501Bc  504Bcd 0158
WA 440Bc  5.72Aca 629Aab 577 Abc 0418
CcP 327Be  6.33Aa  6.87Aa 6.63Aba 0205
Control 369Ce  351Db  526Ac  464Bd 0149
SEM 0.209 0.161 0.203 0.233 sk
Sig *k% *%% *%% *%%

A Mean values in the same row not followed by a common capital letter differ
significantly (p<0.05). NS: not significant. @ Mean values in the same column not
followed by a common lowercase letter differ significantly (p<0.05). SEM: standard
error of the mean. Sig.: significance; *** p<0.001. ** p<0.01. *p<0.05.
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Table 4. Physical characterization of panettones made with the strains of Lactobacillus
fermentum IAL 4541 (LF) and Wickerhamomyces anomalus IAL 4533 (WA) and
panettones using the commercial yeast Saccharomyces cerevisiae with (CP) and
without calcium propionate (Control) as artificial preservative.

Treatments Specific volume Moisture Instrumental color
(g/cm?) (9/1009) L* a* b*
LF 2.88 ¢ 25.31a 76.90 bc -0.25b 23.12d
75LF/25WA 3.15ab 24.56 ab 76.60 c 0.002a 22.76d
LF/WA 3.25a 2391 b 77.03bc -0.15ab 22.93d
25LF/75WA 3.10 ab 24.50 ab 77.23 b -0.11ab 23.01d
WA 3.21ab 24.93 ab 77.21b -0.02 a 23.67 ¢
CP 3.06 abc 25.36 a 77.79a -0.15ab 24.39Db
Control 3.04 bc 24.95 ab 74.90d -0.06 a 25.18 a
SEM 0.063 0.421 0.173 0.059 0.146
Slg *k * Kk *k *k

@ Mean values in the same column not followed by a common letter differ significantly
(p<0.05). SEM: standard error of the mean. Sig.: significance; **p<0.001. **p<0.01.
*p<0.05.
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Table 5. Microbiological counts of molds and yeasts of panettones made with
Lactobacillus fermentum IAL 4541 (LF), Wickerhamomyces anomalus IAL 4533 (WA)
and commercial yeast Saccharomyces cerevisiae with (CP) and without calcium
propionate (Control) as an artificial preservative during 140 days of storage.

Treatments Cell counts®
After 28 days  After 98 days  After 112 days  After 126 days
LF <1 3,114 * *
75LF/25WA <1 <1 2.301 *
LF/WA <1 <1 <1 2.199
25LF/75WA <1 <1 2.176 *
WA <1 <1 <1 2.438
CP <1 <1 3.000 *
Control 1.477 * * *

@ (Log CFU/ml). *Moldy. < 1: less than 1 log CFU/mL.
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Table 6. Results of the acceptance test of panettones made with Lactobacillus

fermentum IAL 4541, Wickerhamomyces anomalus IAL 4533 and commercial yeast

Saccharomyces cerevisiae with calcium propionate (CP) as artificial preservative and

commercial panettone.

Treatments Color Odor Flavor Softness  Moisture . BUY
intention
LF 7.49 ab 7.46 a 7.45n.s 7.74 ab 7.42 a 3.88a
LF/ WA 7.25b 7.24ab 6.99n.s 6.95c 6.71b 3.46 Db
WA 747ab 7.32ab 7.31n.s 7.43Db 7.27 a 3.76 ab
CP 7.66 ab 6.92b 7.18 n.s 7.29 bc 7.01 ab 3.74 ab
Comercial 7.71 a 7.04ab 7.16n.s 7.94 a 7.52 a 3.78 ab
SEM 0.151 0.370 0.187 0.362 0.191 0.117
Sig * n.s n.s n.s * *

@ Mean values in the same column not followed by a common letter differ significantly
(p<0.05). SEM: standard error of the mean. Sig.: significance; n.s. (not significant).
**p<0.001. **p<0.01. *p<0.05.
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Figure captions

FIGURE CAPTIONS

Figure 1. Sourdough preparation scheme.

Figure 2. Preparation of panettones.

Figure 3. Water activity - Aw (a), pH (b) and titratable total acidity - TTA (c) of

panettones up to 140 days of storage.

Figure 4. Sample representation and terms in the first (F1) and second (F2)
dimensions of the correspondence analysis performed on check-all-that-apply (CATA)
data questions on panettones made with Lactobacillus fermentum IAL 4541 (LF),
Wickerhamomyces anomalus IAL 4533 (WA) and commercial yeast Saccharomyces

cerevisiae with (CP) and without calcium propionate (Control) as artificial preservative.

Figure 5. Buy intention of panettones made with Lactobacillus fermentum IAL 4541,
Wickerhamomyces anomalus IAL 4533 and commercial yeast Saccharomyces
cerevisiae with calcium propionate (CP) as artificial preservative and commercial

panettone (Number of participants= 140).
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Figure 4
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6 DISCUSSAO GERAL

6.1 ELABORACAO DO FERMENTO NATURAL LIOFILIZADO E IDENTIFICACAO
DOS MICRO-ORGANISMOS PREDOMINANTES

Durante o desenvolvimento do sourdough o0s micro-organismos se
desenvolvem espontaneamente, e na sua maioria sdo oriundos da prépria matéria-
prima e em alguns casos da microbiota ambiental do local onde este fermento esta
sendo preparado (DE VUYST et al., 2014). O segundo artigo dessa tese objetivou
estudar um fermento natural liofilizado e identificar 0s micro-organismos
predominantes. Para a obtencao desse fermento natural liofilizado foi utilizado farinha
de trigo refinada, farinha de trigo integral, extrato de malte e agua. As amostras
utilizadas para o isolamento e identificacdo dos micro-organismos foram as do
fermento natural liofilizado, ou seja, na sua forma em p6. No entanto, outras analises
microbiolégicas foram realizadas para ajudar na discussao dos resultados. As analises
compreenderam a enumeracgao de bactérias &cido laticas e bolores e leveduras nas
amostras de farinha de trigo refinada e farinha de trigo integral. A farinha de trigo
integral apresentou valor ligeiramente superior (aproximadamente 2,5 ciclos log a
mais) de leveduras (4,25 Log UFC/g) quando comparada com a farinha de trigo
refinada (1,63 Log UFC/g). Porém a diferenca obervada para as contagens de
bactérias acido laticas ndo diferiram em mais de 1 ciclo log, onde a farinha de trigo
integral apresentou 3,41 Log UFC/g enquanto que a farinha de trigo refinada
apresentou 2,90 Log UFC/g.

Conforme mencionado anteriormente a predominancia das espécies depende
fortemente das condi¢des de preparo do fermento, do tipo de farinha e do ambiente
do local de producdo (HAMMES et al., 2005). Além de fornecer mais nutrientes para
0S micro-organismos durante a fermentacgao, a utilizagéo de farinha de trigo integral
pode ter sido um fator determinante da microbiota final do fermento natural liofilizado
em vista que esse insumo foi utilizado no processo de propagacéo (DE VUYST et al.,
2009).

Durante a preparacao do sourdough foi possivel observar a queda nos valores
de pH (Tabela 1 — artigo 2) nos primeiros quatro dias de fabricagdo e o aumento
progressivo e diretamente proporcional da acidez total titulavel durante os 14 dias de

fabricacdo (de 0,27 para 1,25). Esse comportamento resulta da producdo de acido
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lactico pelas BAL presentes no fermento natural (MINERVINI et al., 2012; VRANCKEN
et al., 2011). Este fato ajuda a inibir o crescimento de micro-organismos indesejaveis
e contribui para o desenvolvimento de caracteristicas sensoriais do produto final
(LERQOY; DE VUYST, 2004). Essa alteracdo de pH também foi observada por
Minervini et al. (2012) e Vogelman e Hertel (2011) que elaboraram sourdough para
aplicar em paes tradicionais italianos com uma queda do pH apés 12 horas de
fabricagdo com valores entre 3,1 e 5,5.

Nos primeiros quatro dias de producdo do fermento natural houve grande
aumento no numero de bactérias e de leveduras. Ao final dos 14 dias de fabricacéo
as contagens microbiolégicas de BAL e leveduras foram de 9,02 log UFC/g e 7,44 log
UFC/g, respectivamente, ficando bem proximas aos valores reportados por Minervini
et al. (2012) que encontraram 9,01 e 7,30 log UFC/g. De acordo com Belz et al. (2012),
um fermento natural jA pode ser considerado estavel, sob o ponto de vista fisico-
guimico e microbiolégico, quando as contagens microbiolégicas estiverem entre 108
UFC/g, com valores de pH ao redor de 3,90 e uma acidez total titulavel de no maximo
14 mL como parametros de qualidade.

Os resultados da identificacdo molecular dos micro-organismos predominantes
do sourdough liofilizado com diferentes concentracdes de trealose estdo descritos na
Tabela 2 do artigo 2 da presente tese de doutorado. Foram analisadas as amostras
de fermento natural liofilizado com 10% de trealose (SST10) e sem trealose (SSO0).
Trés diferentes espécies de bactérias foram identificadas em amostras do fermento
natural liofilizado, entre elas Lactobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum e
Pediococcus pentosaceus.

Para a selecdo das bactérias &cido laticas foi usado o meio MRS nédo
suplementado, e talvez por causa disso, alguns micro-organismos nao puderam ser
recuperados devido a incapacidade de se desenvolver em um meio mais simples. As
espécies L. fermentum e L. plantarum conseguem se adaptar mesmo em ambientes
com baixo pH, elevada acidez e pobres em nutrientes (VOGELMANN; HERTEL,
2011). Essas espécies toleram altos indices de acido latico (MINERVINI et al., 2012),
gue é principal acido responsavel pela acidez encontrada nos fermentos naturais, e
dessa maneira tornaram-se dominantes no fermento natural liofilizado.

Em estudo de Lhomme et al. (2016) foram encontrados seis diferentes espécies
identificadas como Lactobacillus sanfranciscensis, Lactobacillus plantarum,

Lactobacillus kimchi, Lactobacillus sakei, Lactobacillus hammesii e Lactobacillus
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pentosus a partir do sequenciamento do gene 16S de 520 isolados de sourdoughs
franceses.

Como o processo de preparacao do fermento natural foi afetado por parametros
fisico-quimicos como pH e acidez (MINERVINI et al, 2012), as espécies
heterofermentativas de bactérias acido laticas, ou seja, aquelas que além de acido
também liberam para o meio o gas carbonico (VRANCKEN et al.,, 2011),
desempenharam um papel significativo na estabilidade microbiol6gica. A levedura
Saccharomyces cerevisiae ndo € muito tolerante em pH muito baixo e isso esti
relacionado com o fato da espécie Wickerhamomyces anomalus (também conhecida
como Pichia anomala) ter se tornado dominante ja que esta sim tolera altos niveis de
acidez e pH baixos (VRANCKEN et al., 2011).

O crescimento e a multiplicacdo das leveduras estéo bastante associados com
as interacdes entre espécies de BAL homofermentativas e heterofermentativas
(GOBBETTI et al.,, 1995). Fatores ecolégicos também sdo importantes para a
estabilidade e competitividade de associa¢cdes microbianas entre BAL e levedura na
producdo de sourdough de forma espontanea (VOGELMANN; HERTEL, 2011). No
entanto, a competicdo entre esses dois tipos de micro-organismos nao é especifica,
como mostrado recentemente para algumas cepas de Lb. sanfranciscensis e Lb.
plantarum (MINERVINI et al., 2011; SIRAGUSA et al., 2009). Um estudo realizado por
lacumin et al. (2009) confiimou que a presenca de espécies de BAL
heterofermentaitvas diminui a taxa de crescimento de Saccharomyces cerevisiae.
Estes pesquisadores observaram que onde S. cerevisiae estava presente o Lb.
plantarum mostrou alta porcentagem de isolamento (IACUMIN et al., 2009). As BAL
heterofermentativas utilizam o &cido latico e glicose como substratos para produzir
acido acético (MARI et al., 2009) limitando o crescimento de enterobactérias e
leveduras (ZOPPOLATTO et al., 2009).

Em uma investigagdo da composi¢cao microbiana de 21 fermentos artesanais
envolvendo 11 diferentes padarias Belgas foi possivel isolar 127 leveduras
(VRANCKEN et al., 2010). As espécies dominantes foram S. cerevisiae e W. anomalus
e Candida glabrata. A capacidade de assimilar maltose e a sacarose, que s&0 0s
principais carboidratos da farinha, pode ser considerada como uma vantagem de W.
anomalus e S. cerevisiae, levando a sua dominancia em fermentacdes de laboratério
(VRANCKEN et al. 2010). A ocorréncia das leveduras Kazachstania bulderi (48% dos

isolados) e Candida humilis (24%) foi verificada em sourdough francés, enquanto S.
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cerevisiae representou menos de 0,2% dos isolados (LHOMME et al., 2016).
Ja no estudo de Perricone et al. (2014) as espécies S. cerevisiae e Candida humilis
foram as dominantes. Diferentes combinagdes de leveduras (Kazachstania unispora,
S. cerevisiae, Candida krusei e C. glabrata) foram detectadas em sourdough
elaborado com centeio e fermentado a 30 °C, com base no sequenciamento parcial
do gene 26S rRNA (BESSMELTSEVA et al., 2014).

6.2 VIABILIDADE CELULAR DE Lactobacillus Fermentum IAL 4541 E
Wickerhamomyces anomalus IAL 4533 A LIOFILIZACAO

O artigo 3 dessa tese de doutorado estudou a viabilidade das cepas L.
fermentum (IAL 4541) e W. anomalus (IAL 4533) ap6s o processo de liofilizacdo
utilizando para isso diferentes solu¢cdes a fim de preservar o nimero de micro-
organismos ao longo do tempo. Os resultados foram apresentados em formato de
graficos pela Figura 1 do referido artigo. Com base nos resultados, podemos observar
gue o processo de liofilizacdo foi adequado para a conservacao destas cepas
mantendo elevados indices de viabilidade por um ano em temperatura ambiente.

Uma queda significativa na viabilidade celular de L. fermentum IAL 4541 e W.
anomalus IAL 4533 foi observada apds a liofilizacdo na maioria das condi¢des. Tendo
em vista os valores, em porcentagem, de viabilidade celular, obteve-se a maior taxa
de sobrevivéncia (99,7%) quando se utilizou 10% de leite desnatado para a cepa L.
fermentum IAL 4541. O efeito positivo do leite desnatado na sobrevivéncia celular esta
relacionado a formacéo de uma fina camada de proteina do leite sobre as proteinas
da parede celular do micro-organismo (KING; SU, 1993). Apds 12 meses, as cepas
liofilizadas com a solucao crioprotetora composta por 10% de leite desnatado e 5% de
glutamato de sodio apresentaram taxa de viabilidade celular de 87,3% para L.
fermentum IAL 4541 e 79,6% para W. anomalus IAL 4533. As cepas de W. anomalus
IAL 4533 liofilizadas com 5% de trealose e armazenadas a temperatura ambiente
mantiveram a viabilidade em torno de 71,7% apds 12 meses, enquanto as cepas
liofilizadas de L. fermentum IAL 4541 apresentaram apenas 6,7% de viabilidade apos
0 mesmo periodo.

A liofilizacdo proporciona maior viabilidade celular e é utlizada para a
preservacdo, a longo prazo, de muitos micro-organismos (JARQUE; BITTNER;
HILSCHEROVA, 2016). As condicdes de congelamento (taxa e duracio do
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congelamento) e a presenca de crioprotetores (AMINE et al., 2014) sdo parametros
importantes que se bem administrados podem aumentar a sobrevivéncia celular.
Ainda assim, alguns tratamentos foram mais eficazes alcangando altas taxas de
viabilidade celular ao longo do tempo. Isso pode ser explicado porque, durante o
processo de secagem, mais especificamente a liofilizacdo, as células sofrem estresse
térmico que pode causar lesbes na membrana, além da desnaturacdo proteica e
danos irreversiveis ao DNA celular (BASHOLLI-SALIHU et al., 2014). Portanto, o
processo de liofilizacdo é uma etapa importante e se faz necessario adicionar solu¢des
capazes de proteger as células dos micro-organismos durante o processo de secagem
(BERK, 2013).

A protecdo evidenciada pela trealose pode ser explicada devido sua
capacidade de estabilizacdo das proteinas (MORGAN et al., 2006). O efeito positivo
demonstrado pela adicédo de leite desnatado pode ser explicado pela sua capacidade
de fornecer uma camada de revestimento que protege as células dos micro-
organismos durante a liofilizacdo (ABADIAS et al., 2001). Os acgUcares apresentam
alta eficiéncia na estabilizacdo das membranas celulares durante o congelamento em
comparacao com outros crioprotetores (HUBALEK, 2003), pois reduzem o ponto de
congelamento e minimizam a formacdo de gelo intracelular (BARBAS;
MASCARENHAS, 2009). Além disso, os componentes hidroxilicos das moléculas de
acucar tém a capacidade de proteger as células das lesBes causadas pelo
congelamento (BARBAS; MASCARENHAS, 2009). O uso da trealose pode ser
explicado pelo exposto acima, porém o mesmo nado foi observado quando 10% de
sacarose foi utilizada.

Os resultados mostraram que o congelamento sem o0 uso de crioprotetores
(solucdo de agua peptonada) afetou dramaticamente a sobrevivéncia das cepas
testadas. O efeito positivo observado para leite desnatado e trealose na viabilidade
das duas linhagens apds o congelamento confirmou os resultados de estudos
anteriores (STEPHAN; DA SILVA; BISUTTI, 2016). A trealose, quando usada sozinha
ou em combinacdo com outros crioprotetores foi mais eficaz e apresentou taxa de
sobrevivéncia entre 83% e 85% apoOs a liofilizacdo (ZAYED; ROOS, 2004). A
viabilidade celular foi diretamente proporcional com as concentracdes de trealose
adicionada (de 0 até 30%) no estudo envolvendo a liofilizagcdo Lactobacillus plantarum
(KEIVANI NAHR et al., 2015) e células de Candida (ABADIAS et al., 2001).
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Brandao et al. (2013) estudaram quatro diferentes crioprotetores na liofilizacéao
de Escherichia coli. Quatro lotes foram produzidos usando solucao de leite desnatado
a 10% e a mesma solucdo contendo glicerol, sacarose e trealose. A estabilidade a
longo prazo foi estudada a -70 °C, -20 °C, 4 °C, 25 °C e 35 °C durante cinco dias. A
amostra contendo glicerol apresentou resultados de estabilidade insatisfatoria ao final
de cinco dias. As amostras contendo sacarose e trealose foram estaveis nas
temperaturas estudadas e foram consideradas adequadas para a liofilizagdo do micro-
organismo em questdo. Maltose (23%), trealose e sacarose foram utilizadas para
aumentar a viabilidade de Geotrichum candidum apés liofilizacdo (Hamoudi et al.,
2007).

6.3 PRODUQAO DE PANETONES A PARTIR DE Lactobacillus Fermentum IAL 4541
E Wickerhamomyces anomalus IAL 4533 COMO STARTERS

Nos produtos de panificacao, os atributos como textura, volume especifico, cor
e umidade sdo caracteristicas fundamentais e sd8o muito apreciadas pelos
consumidores (VALCARCEL-YAMANI; LANNES, 2013). Os resultados de firmeza
instrumental séo apresentados na Tabela 3 do artigo 4, e os valores variaram de 3,27
a 6,87 N ao longo dos 140 dias. A maciez dos panetones elaborados com 100% de
Lactobacillus fermentum IAL 4541 (LF) e 75% de Lactobacillus fermentum IAL 4541 e
25% de Wickerhamomyces anomalus IAL 4533 (75LF/25WA) ndo mostrou diferencas
significativas ao longo do tempo. Ja para os panetones elaborados com a levedura
comercial e com propionato de calcio (CP) e sem propionato de calcio (Control) a
maciez observada foi maior do que os outros tratamentos. No entanto, a partir dos 84
dias, os tratamentos CP e Control apresentaram os maiores valores de firmeza. Ao
final do periodo de analise (140 dias) pode-se dizer que 0s panetones elaborados com
sourdough nas propor¢des de 50% de L. fermentum IAL 4541 e 50% de W. anomalus
IAL 4533 (LF/WA) e de 25% de L. fermentum IAL 4541 e 75% de W. anomalus IAL
4533 (25LF/75WA), foram os melhores tratamentos.

Em produtos com formulagdo complexa como panetone, a textura € afetada
pelo teor de gordura e aguticar (BENEJAM; STEFFONALI; LEON, 2009). Comparando
os resultados deste trabalho com o estudo citado acima, os panetones elaborados
com sourdough se mostraram mais macios ao longo dos 140 dias de armazenamento

com médias entre 5,04 e 6,09 N do que aqueles aos 6 dias de armazenamento em
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temperatura ambiente (8N) do panetone produzido pelos outros pesquisadores. Em
outro estudo, Valcarcel-Yamani e Lannes (2013) analisaram nove marcas de
panetones comerciais e obtiveram valores de firmeza instrumental variando de 2,14 a
7,55 N.

Os resultados de volume especifico, umidade e cor (L*; a* e b*) estdo descritos
na Tabela 4 do artigo 4. Com relagéo ao volume especifico, os valores obtidos foram
préximos, com variagdo entre 2,88 a 3,25 cm®/g, e os menores valores foram obtidos
nos ensaios com LF e no controle sem propionato de calcio (Control). Esses
resultados sdo provavelmente devido a maior producdo de CO:2 durante a fase de
fermentacdo (GERARDO-RODRIGUEZ et al., 2017) e posterior expansdo desses
gases durante o forneamento, que ficaram aprisionados no interior da rede de glaten.
O tratamento Controle, embora tenha sido elaborado somente com levedura comercial
nao obteve bom resultado de volume especifico, ficando abaixo das expectativas. Os
panetones elaborados com 100% de W. anomalus IAL 4533 apresentaram 0s maiores
volumes. Isso pode ser explicado pelo fato desta levedura se adaptar com facilidade
em um ecossistema sourdough, produzindo, consequentemente mais CO2 (HEIDE-
MARIE et al., 2011).

Com base nos valores obtidos para a luminosidade (L*) representados na
Tabela 4 do artigo em questdo, e segundo estudo relatando o efeito da adicdo de
sourdough na massa (TORRIERI et al., 2014), foi observado uma correlacdo entre os
tratamentos utilizando sourdough e este parametro da cor. Todavia o tratamento que
teve sua cor fortemente influenciada na fermentacdo foi o Controle (L*: 74,90)
discordando do estudo de Torrieri et al. (2014). Embora o tratamento controle tenha
sido elaborado somente com levedura comercial, ele apresentou a cor mais escura do
miolo, estando de acordo com estudo apresentado por Andrade (2017) que obteve os
maiores valores de L* para amostras elaboradas com levedura comercial seca. A
presenca de bastante aclUcar na formulacdo dos panetones acelera a reagdo de
Maillard, levando a um escurecimento progressivo da crosta e do miolo (BENEJAM,;
STEFFONALI; LEON, 2009; VALCARCEL-YAMANI; LANNES, 2013).

A umidade dos panetones foi avaliada e os valores ndo ultrapassaram os 30%,
gue é considerado o teor maximo de umidade permitido de acordo com as normativas
brasileiras. Os panetones produzidos com sourdough mostraram umidade
ligeiramente menor (23,90 a 25,31%) do que os panetones elaborados com levedura

comercial (24,95 a 25,36%). Todavia ainda se assemelham com os valores
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encontrados no estudo realizado por Valcarcel-Yamani e Lannes (2013) com
panetones comerciais brasileiros (23,1 a 26,4%).

Quanto a atividade de &gua, durante os 140 dias de monitoramento ela se
mostrou alta, favorecendo o crescimento de micro-organismos, especialmente bolores
e leveduras, que se desenvolvem facilmente em meios com atividade de agua acima
de 0,7, justificando assim a necessidade do uso de conservantes para aumentar sua
vida de prateleira (ZANQUI et al., 2014). No entanto, o desenvolvimento de micro-
organismos deteriorantes nao foi verificado nas amostras de panetones obtidos com
sourdough e sem adicéo de conservantes artificiais. Esse fato demonstra claramente
gue o maior objetivo dessa tese foi atingida uma vez que a utilizacao de sourdough foi
capaz de inibir o desenvolvimento de fungos indesejaveis.

Os dados que descrevem o crescimento microbiolégico de bolores e leveduras
nos panetones estdo descritos na Tabela 5 do artigo 4. Os panetones controle
(Control) alcancaram somente 56 dias de vida util enquanto que os tratamentos
LF/WA e WA mantiveram-se estaveis, sob o ponto de vista microbiolégico, durante
todo o periodo de monitoramento (> 126 dias). O tratamento com adicdo de
conservante propionato de célcio (CP) mofou apds os 112 dias de armazenamento.
Embora a faixa de atividade de 4gua estivesse adequada para o a suscetibilidade de
fungos deteriorantes (ZANQUI et al., 2014), a vida util dos panetones com sourdough
elaborados sem conservantes artificiais estendeu-se por 126 dias e isso pode ser
atribuido a uma grande variedade de acidos organicos e metabdlitos de baixo peso
molecular produzidos durante o processo de fermentacdo (HASSAN et al., 2015).

Através do teste Check-All-That-Apply (CATA) e com base na opinido dos
participantes da pesquisa foi possivel distinguir as diferencas sensoriais entre 0s
tratamentos utilizando os sourdoughs e os tratamentos envolvendo a levedura
comercial em sua formulacéo, pois estes ultimos estdo no mesmo quadrante da figura
4 do artigo 4. A mistura das cepas Lb. fermentum IAL 4541 e da W. anomalus IAL
4533, na proporcdo de 50% cada, apresentou as mesmas caracteristicas, na opiniao
dos participantes, e os pontos, quando plotados no grafico da CATA ficaram no
mesmo quadrante. J& os tratamentos envolvendo 100% de cada micro-organismos
separado (WA e LF) foram caracterizados por outros atributos sensoriais ficando
separados, mas em outro quadrante da Figura 4. Foi possivel observar que o termo
aroma de conservante foi bastante descrito para as amostras de panetones

elaborados com levedura comercial (CP) e panetones comerciais.
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Panetones artesanais elaborados com sourdough sdo genuinamente mais
aromaticos que os panetones elaborados com levedura comercial porque apresentam
mais concentracdo de compostos precursores de odor e sabor (TORRIERI et al.,
2014). Considerando que pelo teste de aceitacdo, os panetones elaborados com
sourdough receberam notas equivalentes a “gostei moderadamente” na escala
utilizada confirmando dessa maneira que a sua utlizacdo ndo interfere na
aceitabilidade.

As boas avaliagcbes para os atributos odor e sabor podem estar relacionados
com as propriedades dos exopolissacarideos (EPS) produzidos pelas bactérias do
acido lactico (TORRIERI et al., 2014). Esses EPS agem como bio-espessantes ou
hidrocoldides que estabilizam as propriedades reolégicas da massa melhorando
sabor, odor e textura, além de garantir um prazo de validade prolongado (TIEKING;
GANZLE, 2005).

A partir dos resultados apresentados no teste de intencdo de compra pode-se
verificar que os consumidores expressaram atitude positiva perante aos panetones
elaborados com sourdough. Ao contrario do pao, o panetone é um produto que
mantém a sua qualidade durante o armazenamento podendo ser consumido apds um
longo periodo, podendo cehagr a até 6 meses. Durante o armazenamento, ocorrem
transformagdes no produto, chamadas de “maturacdo aparente”, que ajudam a
acentuar o sabor do produto e, nesse sentido, pode favorecer a qualidade sensorial
do produto final (VALCARCEL-YAMANI; LANNES, 2013).

De maneira geral, as pessoas sempre procuram ou aceitam melhor os
alimentos preparados a partir de ingredientes tradicionalmente estabelecidos e
préximos aos seus habitos alimentares, uma vez que, o0 comportamento alimentar é
influenciado por fatores ambientais, bioldgicos, ecoldgicos e socioculturais. No
entanto, as caracteristicas sensoriais e culturais, tais como sabor, satisfacdo e
conveniéncia, também podem interferir para a escolha do alimento e até mesmo
aumentar as razdes nutricionais para a escolha de um alimento em particular
(BARKER et al., 1995).
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7 CONCLUSAO GERAL

Considerando o preparo do fermento natural liofilizado, nos ensaios de
isolamento e identificacdo por métodos moleculares, as espécies predominantes de
leveduras foram Saccharomyces cerevisiae e Wickerhamomyces anomalus, enquanto
gue Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus plantarum e Lactobacillus fermentum
foram as principais espécies de bactérias.

A trealose demonstrou ser eficiente na prote¢cdo e manutencao das células de
Lb. fermentum IAL 4541 e W. anomalus IAL 4533, assim como a mistura com 10% de
leite em pd desnatado e 5% de glutamato de sddio apresentaram as maiores taxas de
viabilidade ap6s 365 dias para as duas cepas analisadas. Por se tratar de leite em po
reconstituido, esta matriz, quando comparada com a trealose, € um produto
relativamente mais barato e economicamente mais vantajoso. Os resultados deste
trabalho demonstraram as possibilidades de conservacao e manutencéo dessas cepas
a temperatura ambiente por 1 ano, reduzindo ainda os custos de refrigeracdo e
transporte.

A definicdo da formulacdo mais adequada a partir dos micro-organismos
selecionados foi bastante dispendiosa, porém os panetones elaborados apresentaram
boa qualidade tecnolégica e bom nivel de aceitacdo pelos consumidores, respeitando
os padrdes de identidade e qualidade da legislagéo brasileira no que concerne a limites
méximos de umidade e acidez total titulavel. Com relagdo a andlise de firmeza
instrumental, os panetones elaborados com as cepas selecionadas tiveram sua maciez
menos afetada durante o tempo de armazenamento do que os panetones elaborados
com levedura comercial. A utilizacdo de Lb. fermentum IAL 4541 e de W. anomalus IAL
4533 proporcionou aumento da vida util quando comparada aos demais panetones
controles elaborados com levedura comercial. O tratamento envolvendo a utilizacédo de
50% de Lb. fermentum IAL 4541 e de 50% de W. anomalus IAL 4533 e o com 100% de
W. anomalus IAL 4533 comprovaram possuir acao antifingica por terem sido os Unicos
panetones que ndo mofaram apods 126 dias de monitoramento.

A utilizagcdo de sourdough na formulacdo dos panetones apresentou boa
aceitacdo em relagdo ao atributo sabor. De acordo com o teste check-all-that-apply
(CATA) houve uma nitida separacdo entre as amostras mostrando que 0s panetones
elaborados somente com Lb. fermentum IAL 4541 e somente com de W. anomalus IAL

4533 se distinguiram sensorialmente, do elaborado com a mistura destes micro-
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organismos, assim como 0s panetones elaborados com propionato de célcio e

daquele adquirido no comércio local.



136

8 CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento desta pesquisa possibilitou um maior entendimento sobre
isolamento e conservacéo de micro-organismos com potencial do uso como starters
e de como pode ser vantajoso 0 uso de sourdough produzido a partir de cepas
selecionadas e capazes de imprimir caracteristicas de estabilidade a fungos, para a
elaboracao de panetones com maior vida util, sem a adi¢cdo de conservantes quimicos.
Além do mais, panetones mais naturais e sem conservantes podem ser mais atrativos
para os consumidores do que os tradicionalmente comercializados. Portanto, a
utilizacado de sourdough no preparo de panetones a partir de cepas selecionadas e
sem adicdo de conservantes artificiais, mostra-se como uma alternativa mais natural
e promissora tendo em vista que foi bem aceito sensorialmente com notas
equivalendo a “gostei moderadamente”.

A presente pesquisa agregou conhecimentos cientificos para a comunidade
académica, gerando um trabalho de revisao bibliografica sobre bioconservacéo e trés
artigos cientificos explorando o uso de sourdough e seus aspectos fisico-quimicos,

tecnoldgicos, microbioldgicos e sensoriais em panetones artesanais.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

Em decorréncia da estabilidade dos panetones elaborados a partir das cepas
de Lactobacillus fermentum IAL 4541 e Wickerhamomyces anomalus IAL 4533, seria
de grande relevancia investigar quais compostos produzidos por estes micro-
organismos apresentaram acao conservante. Um estudo, através de técnicas
moleculares, da dinamica da populacdo microbiana e acompanhamento da producao
e acumulo de compostos volateis e 4cidos organicos durante as etapas de producéo
do sourdough e do panetone com cepas selecionadas podera ser bastante
esclarecedor para justificar a estabilidade destes produtos.

Em virtude da maior vida-atil dos panetones contendo os sourdoughs
produzidos com as cepas selecionadas, também seria interessante desafiar (através
de “challenge tests”) este produto através de inoculacapoespécies de fungos
deteriorantes isolados de panetone, avaliando sua estabilidade e comparando com

formulacdes convencionais.
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APENDICE A — APARELHOS UTILIZADOS NA CARACTERIZACAO DA FARINHA
DE TRIGO.
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APENDICE B - RESULTADO DA FARINOGRAFIA.
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APENDICE C - RESULTADO DA ALVEOGRAFIA.
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APENDICE D — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Titulo do projeto: Atividade antifungica de bactérias acido laticas e leveduras isoladas
de fermento natural liofilizado obtido artesanalmente.

Pesquisador responsavel: Raquel Facco Stefanello

Telefone para contato: (55) 9-9941 0026

Instituicdo/Departamento: UFSM - Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos
Alimentos

Pesquisadores participantes: Orientador(a) Dra. Leadir Lucy Martins Fries

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario, em uma pesquisa. Vocé precisa decidir
se quer participar ou ndo. Por favor, ndo se apresse em tomar a decisao. Leia cuidadosamente o que se
segue e pergunte ao responsavel pelo estudo qualquer davida que vocé tiver. Apds ser esclarecido (a)
sobre as informag0fes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento,
gue esta em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa
vocé ndo sera penalizado (a) de forma alguma. A pesquisa esta relacionada com a atividade antifingica
de compostos formados pelos micro-organismos a fim de promover uma vida Util maior em panetones
com frutas fermentados naturalmente. Adicionalmente objetiva-se diminuir a adicdo de conservantes
guimicos a fim de elaborar um produto mais natural e que atenda as especificacdes de qualidade e
também organolépticas dos consumidores. Vocé sera convidado a experimentar amostras de panetones
com frutas elaborados com fermento natural, ou seja, um fermento composto por bactérias acido laticas
e leveduras, e avaliar alguns atributos de qualidade, aceitabilidade e de inten¢éo de compra. Vocé néo
deve participar deste estudo se tiver algum tipo de problema, rejeicio ou averséo em relagéo ao consumo
de derivados do trigo (glaten), ovos e agUcar, tais como doenca celiaca, alergias, intolerancia ou diabetes.
Excetuando-se o descrito acima, ndo existe nenhum risco previsto decorrente da participagdo nesta
pesquisa. Ndo h& beneficio direto para o participante, a ndo ser o de colabora¢éo que desde ja agradeco.
Trata-se de estudo experimental testando a possibilidade de incremento de qualidade e durabilidade de
panetones a partir de formulag8es com fermento natural. Somente no final do estudo poderemos concluir
a respeito do real beneficio que a utilizacdo de fermentacdo natural poderd causar nos produtos e
posteriormente nos consumidores. Em qualquer etapa do estudo, vocé ter4 acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais ddvidas. Se vocé concordar em participar
do estudo, seu nome e identidade serdo mantidos em sigilo. O periodo de participagdo ocorrera durante
0 segundo semestre de 2016 e o primeiro semestre de 2017 e vocé, participante, se aceitar participar
dessa pesquisa, tera o direito de retirar o consentimento a qualquer tempo.

Dessa forma, Eu, concordo em participar do estudo e fui suficientemente informado a
respeito das informacdes que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo
“Atividade antifingica de bactérias acido laticas e leveduras isoladas de fermento
natural liofilizado obtido artesanalmente”. Ficaram claros para mim quais sao os
propésitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos,
as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participacdo é isenta de despesas. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar o0 meu consentimento a qualquer momento,
antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer

beneficio que eu possa ter adquirido nesta pesquisa.
Assinatura do participante:

Raguel Facco Stefanello Dra. Leadir Lucy Martins Fries
Pesquisador (a) responsavel Orientador (a)
Se vocé tiver alguma consideracéo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato: Comité de Etica em Pesquisa — UFSM
- Cidade Universitaria - Bairro Camobi, Av. Roraima, n°1000 - CEP: 97.105.900 Santa Maria — RS. Telefone: (55) 3220-9362 — Fax:
(55)3220-8009. Email: comiteeticapesquisa@smail.ufsm.br. Web: www.ufsm.br/cep
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APENDICE E — CONVITE PARA A REALIZACAO DA AVALIACAO SENSORIAL

DOS PANETONES
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APENDICE F - FICHA DE AVALIACAO SENSORIAL DISTRIBUIDA PARA OS
PARTICIPANTES

ANALISE SENSORIAL DE PANETONE COM FRUTAS
Data: / / Sexo: () Feminino ( ) Masculino
Faixa etaria: ( ) 17-25 anos ( ) 26-35 anos ( ) 36-45 anos () > 45 anos
Amostra N°
ACEITABILIDADE: Prove a amostra codificada e use a escala abaixo para indicar o
guanto vocé gostou ou desgostou das mesmas em relacdo aos atributos: Cor, Odor,
Sabor, Maciez e Umidade.
Cor Odor Sabor Maciez Umidade

Gostei muitissimo
Gostei muito
Gostei
moderadamente
Gostei
ligeiramente
Nem gostei/nem
desgostel
Desgostei
ligeiramente
Desgostei
moderadamente
Desgostei muito
Desgostei
muitissimo
INTENCAO DE COMPRA: Assinale na escala abaixo o quanto vocé estaria disposto
a comprar para cada amostra codificada:
( ) certamente compraria
( ) provavelmente compraria
( ) tenho duvidas se compraria ou ndo
( ) provavelmente ndo compraria
( ) certamente ndo compraria
Check-all that apply (CATA): Por favor, observe, aspire e depois, prove a amostra. Em
seguida, marque todas as opg¢des que vocé considera adequadas para descrever o
produto.

Alvéolos alongados e com [1  Sabor suave
tamanho uniforme [0 Aroma adocicado
1 Aroma de mofo [1  Aroma de alcool
(1 Aroma agradavel [0 Textura adequada
(1 Buracos no miolo [0 Gosto amargo
(1 Cor uniforme [1  Massa com aspecto cru
[J  Gosto remanescente [0 Macio
O Doce [0 Poucas frutas cristalizadas e passas
(1 Massa desprovida de sabor de uva
[ Frutas cristalizadas e passas [0 Sabor agradavel
de uva na quantidade [0  Gosto de fermento
adequada (1 Miolo Umido
1 Miolo esfarelento e seco [0 Aroma a conservante

[  Excessivamente aromatico






APENDICE G - FORMULACOES DO PANETONE (PARTE 1)
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TESTEL | TESTE2 | | TESTE4.

Ingredientes (Massa A)| %] Peso (g) Ingredientes (Fase 1))  %|Peso (g) Ingredientes (Fase 1) % |Peso(g)
Farinha de trigo| 172| 1370 Farinha de trigo| 90.1| 6180 Farinha de trigo 759 12600
Agua| 86| 685 Agua| 329 2260 [Agua 337] 5600
Ovos| 6.9 550 Sourdough| 300 206.0 Sourdough 361 6000
Acucar| 43 340 Acucar| 17.1 117.0 Agucar 205 3400
Fermento natural| 249 1985 Gliten vital| 3.1 21,0 Ghiten vital 48 30.0
Gemas pasteunizadas| 8.0 550 Enzima Spring 0.054 0.90
Ingredientes (MassaB)| %] Peso (g) Enzima Spning| 0.043 03 Acido ascérbico 0.006 0.10
Faninha de tnigo| 10.6 845 Monogliceddeos (PH300) [ 2. 40.0
Ovos| 6.9 55.0 Ingredientes (Fase 2)| %|Peso(g) Gemas pasteunzadas 9.6 160.0
Agucar| 2.1 17.0 Faninha de tigo| 9.9 68.0 Malte seco 12 200

Levedura comercial| 0.2 1.5 Fase 1| 1812 12433
Gordura| 15.0 103.0 Ingredientes (Fase 2) % |Peso(g)
Ingredientes (MassaC)| %] Peso (g) Agtcar| 120 32.0 Farinha de tngo 24.1 400.0
Fannha de trigo| 154| 1230 Sal| 08 5.5 Fase 1 1844| 30610
Ovos| 6.8 540 Acido ascérbico 0.007 0.05 Gordura 84 1400
Aguacar| 3.1 245 Agucar 145 2400
Gordura| 09 7.0 TESTE3 5 | |sal 10| 160
Massa A| 619] 4950 Ingredientes (Fase 1) % |Peso(g) Fibra Equada TM 12 20.0
MassaB| 198 1580 Farinha de trigo 759| 12600 Acido ascérbico 0.01 0.16
| Agua 398) 660.0| |Aroma de panetone 06| 100
Ingredientes (Massa final)) %] Peso (g) Sourdough 36.1 600.0 Aroma de baunilha citrica 02 3.0
Faninha de trigo| 36.8 4525 Agucar 205 3400 Gotas de chocolate 16,9 280.0

Ovos| 430] 34235 Glaten vital 48 80.0

Agucar| 275] 2195 Enzima Spring 0.054 0.90

Gordura| 43.0 3425 Acido ascérbico 0.006 0,10

Sal| 14 110 Monoglicerideos (PH300) | 2.4 40.0

Mel| 26 205 Gemas pasteunizadas 296 160.0

Glaten vital| 31.4] 2500 Malte seco 12 20.0

Massa C| 107.8 8395

Ingredientes (Fase 2) % |Peso(g)

Farinha de trigo 241 4000

Fase 1 190.4| 31610

Gordura 84 1400

Agucar 145] 2400

Sal 1.0 16.0

Acido ascérbico 0.014 024

Fibra Equacia TM 12 200

Aroma de panetone 0.6 10.0

Aroma de baunilha citrica 02 3.0

Gotas de chocolate 169 280.0

Glaten vital 63 1050
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APENDICE H - FORMULACOES DO PANETONE (PARTE 2).

TESTE 5 — Aumentou a quantidade de gluten (de 80g para 1059g) na Fase 1.

TESTE 6 — Aumentou a quantidade de gluten (de 105¢g para 120g) na Fase 1.
Aumentou a gordura (de 140g para 210g) na Fase 2. A Equacia TM foi retirada.

TESTE 7 e 8 — Somente producado do sourdough. Nao foi elaborado.

TESTE4 TESTE9 : TESTE 10 :
Ingredientes (Fase 1)| %] Peso(g) Ingredientes (Fase 1) %| Peso (g) Ingredientes (Fase 1) %| Peso (g)
Farinha de trigo| 75.9| 12600 Fannha de trigo| 75.9 6300 Fannha detrigo| 75.9 630.0
Agua| 337 5600 Azua| 398| 3300 Agua| 361| 3000
Sourdough| 36.1 6000 Sourdough| 36.1 3000 Sourdough| 36.1 300.0
Agucar| 205 3400 Acucar| 205 170,0 Agucar| 205 170,0
Glaten vital| 4.8 80,0 Ghaten vital 3.6 300 Ghaten wital 48 400
Enzima Spring| 0,054 0,90 Enzima Sping| 0.054 045 Enzima Spring| 0.054 045
Acido ascorbico[0,006]  0.10 Acido ascorbico| 0,006 0.05 Acido ascérbico| 0,006 0.05
Monoglicerideos (PH300)| 24 40.0 Monoglicerideos (PH 300) 24 200 Monoglicerideos (PH 300) 24 200
Gemas pasteunizadas| 9.6 1600 Gemas pasteurizadas 96 80.0 Datem 0.6 5.0
Malte seco 12 20.0 Malte seco 12 100 Gemas pasteurizadas 96 80.0
Malte seco 12 10,0
Ingredientes (Fase 2)| %] Peso(g) Ingredientes (Fase 2) %| Peso (g)
Farinha de trigo| 24.1 4000 Faninha de tigo| 24.1 2000 Ingredientes (Fase 2) %| Peso (g)
Fasel|1844| 30610 Fasel| 1892| 15705 Farinha detrigo| 24.1 2000
Gordura| 84 1400 Gordura| 12.7 105.0 Fase 1| 1874| 15555
Acucar| 145 240.0 Acucar| 145 120,0 Gordura| 145 1200
Sal| 1.0 16,0 Sal 1.0 8.0 Agucar| 145 120.0
Fibra Equacia TM| 12 200 Acido ascorbico| 0,01 0,08 Sal 1.0 8.0
Acido ascorbico 0,01 0.16 Aroma de panetone 0.6 5.0 Acido ascérbico 0.01 0.08
Aroma de panetone| 0.6 10,0 Aroma de baunilha citrica 02 1.5 Aroma de panetone 0,7 6.0
Aroma de baunilha citica| 02 3.0 Gotas de chocolate 0.0 0.0
Gotas de chocolate| 169 280.0
TESTIEIL TESTE 12 TESTE 13
Ingredientes (Fase 1)] %] Peso (g) Ingredientes (Fase I) %| Peso (g) Ingredientes (Fase 1) %| Peso (g)
Farinha de trigo| 73.9| 6300 Farinha de trigo| 76.0 760.0 Farinha detrigo| 76.0 760.0
Agua| 361 3000 Enzima Spiing| 0,045 045 Enzima Spring| 0,045 0.45
Sourdough| 36.1 3000 Acido ascorbico 0.005 0,05 Acido ascarbico 0.005 0,05
Acucar| 205 1700 Datem 0.5 5.0 Datem 0.5 5.0
Glaten vital| 3,61 30,0 Monoglicerideos (PH 300) 20 200 Monoglicerideos (PH 300) 20 200
Enzima Spring| 0,05 045 Glaten 35 350 Ghaten 33 350
Acido ascorbico 0,01 0.05 Gemas pasteurizadas 935 95.0 Gemas pasteurizadas 9.5 95.0
Monoglicerideos (PH 300)| 241 20,0 Malte seco 1.0 10,0 Malte seco 1.0 10,0
Datem| 0.6 5.0 Sourdough| 30,0 300.0 Sourdough| 30.0 3000
Gemas pasteurizadas| 9.64 80,0 Asua| 360 3600 Azua| 360 3600
Malte seco 12 10,0 Agucar | 205 205.0 Agucar | 205 205.0
Ingredientes (Fase 2)| %] Peso(g) Ingredientes (Fase 2) %| Peso (g) Ingredientes (Fase 2) %| Peso (g)
Farinha de trigo| 24,1 2000 Farinha de trigo| 24.0 2400 Farinha detrigo| 24.0 2400
Fasel| 186 13455 Fasel| 1791 179035 Fase 1| 179.1| 17903
Gordura| 1435 1200 Gordura| 150 1500 Gordura| 150 1500
Acucar| 145 1200 Acucar| 143 145.0 Acucar| 175 175,0
Sal| 0,96 8.0 Acido ascéarbico 0.008 0.08 Acido ascarbico| 0,008 0.08
Acido ascorbico| 0,01 0,08 Sal 1.0 10,0 Sal 1.0 10,0
Mel| 12 10,00 Mel 12 12.0 Mel 20 200
Sorbitol| 0,12 1,00 Sorbitol 0.1 1.0 Sarbitol 0.1 1.0
Aroma de panetone 0.6 6.0 Aroma de panetone 0.6 6.0
Gotas de chocolate| 35.0 3500 Gotas de chocolate| 35.0 3500







162

APENDICE | - FORMULACOES DO PANETONE (PARTE 3)

' TESTE14 j TESTE1S , | | TESTE 16 > |
Ingredientes (Fase I)| %/ Peso(g) Ingredientes (Fase 1) %| Peso (g) Ingredientes (Fase 1) %| Peso (g)
Farinha de trigo| 76.0| 760.0 Fannha de trigo| 76.0 760.0 Fannha detrigo| 76.0| 760.0
Enzima Spring| 0,045 045 Enzima Sprng| 0,043 045 Enzima Spring| 0,043 0,45
Acido ascorbico| 0,005 005 Acido ascorbico| 0005| 005 Acido ascérbico| 0.003]  0.05
Datem| 05 5.0 Datem 0.5 5.0 Datem 0.5 5.0
Monoglicerideos (PH300)| 2.0 20,0 Monoglicerideos (PH 300) 20 200 Monoglicerideos (PH 300) 20 200
Glaten | 3.5 35.0 Glaten 3.5 350 Glaten 50 50.0
Gemas pasteunizadas| 9.5 95.0 Gemas pasteunizadas 95 95.0 Gemas pasteunzadas 95 95.0
Malte seco| 1.0 10.0 Malte seco 1.0 100 Malte seco 1.0 100
Sourdough| 30.0 300,0 Sourdough| 30.0 3000 Sourdough| 30.0 3000
Agua| 360| 3600 Agua| 360| 3600 Azua| 360| 3600
Agtcar | 205| 2050 Aghcar| 205| 2050 Agtcar| 205 205.0
Ingredientes (Fase 2)| %[ Peso(g) Ingredientes (Fase 2) %| Peso {(g) Ingredientes (Fase 2) %|Peso (g)
Faninha de trigo| 24.0| 2400 Farinha de trigo| 24.0| 2400 Farinha detrigo| 240 2400
Fase1|179.1| 17905 Fasel| 179.1] 17905 Fasel| 179.1| 17905
Gordura| 130 150.0 Gordura| 15.0 150,0 Gordura| 150 150,0
Aguicar| 173 75.0 Acuacar| 175 1750 Acucar| 175 1750
Acido ascorbico| 0,008] 0,080 Acido ascorbico| 0.008| 0,080 Acido ascérbico| 0.008]  0.080
Sal| 1.0 10,0 Sal 1.0 10.0 Sal 1.0 10.0
Mel| 20 20.0 Mel 20 200 Mel| 20 200
Sorbitol| 0.2 20 Sorbitol| 0.3 3.0 Sorbitol| 0.3 25
Aroma de panetone| 0.6 6.0 Aroma de panetone 0.6 6.0 Aroma de panetone 0.6 6,0
Gotas de chocolate| 35.0 3500 Gotas de chocolate| 33.0 3500 Gotas de chocolate| 35.0 350.0
OU Blend de frutas 0.0 3500
TESTELT TESTEIS J TESIE 19 : :
Ingredientes (Fase 1)] %) Peso (g) Ingredientes (Fase 1) %| Peso (g) Ingredientes (Fase 1) %] Peso (g)
Farinha de trigo| 76.0| 7600 Farinha de trigo| 76.0 7600 Farinha detrigo| 76,0 760.0
Enzima Spring| 0.05 045 Enzima Spring| 0.045 045 Enzima Spring| 0,045 0435
Acido ascorbico| 001 0,05 Acido ascorbico| 0,005 0,05 Acido ascarbico| 0,005 0,05
Datem| 0.5 5.0 Datem 0.5 5.0 Datem 0.5 5.0
Monoglicerideos (PH300)| 0.5 5.0 Monoglicerideos (PH 300) 0.5 5.0 Monoglicerideos (PH 300) 0.5 5.0
Glaten | 35 350 Glaten 4.0 400 Ghaten 435 450
Gemas pasteunzadas| 9.5 95.0 Gemas pasteurizadas 95 95.0 Gemas pasteurizadas 935 950
Malte seco 1.0 10,0 Malte seco 10 100 Malte seco 1.0 10,0
Sourdough| 30.0| 3000 Sourdoush| 30,0/ 3000 Sourdough| 30.0( 3000
Aguma| 370 3700 Agua| 370| 3700 Asua| 375| 3750
Acucar | 205| 2050 Agucar | 205| 2050 Acucar | 205| 2050
Ingredientes (Fase 2)| %|Peso{(g) Ingredientes (Fase 2) %|Peso (g) Ingredientes (Fase 2) %| Peso (g)
Farinha de trigo| 24.0| 2400 Farinha de trigo| 240 2400 Farinha detrigo| 240/ 2400
Fase1|1786| 17855 Fasel| 1791 17905 Fase 1| 180,0( 18005
Gordura| 15,0 150,0 Gordura| 150 150,0 Gordura| 150 150.0
Acgtcar| 175 175.0 Acuacar| 175 175.0 Agtcar| 175 175.0
Acido ascorbico| 0,008] 0,080 Acido ascorbico| 0.008]  0.080 Acido ascérbico| 0,008  0.080
Sal| 1.0 10,0 Sal 1.0 100 Sal 1.0 10,0
Mel| 20 200 Mel| 20 200 Mel| 20 20.0
Sorbitol| 0.0 0.2 Sorbitol| 0.0 0.2 Sorbitol| 0.0 0.2
Aroma de panetone| 0.6 6.0 Aroma de panetone 0.6 6.0 Aroma de panetone 0.8 8.0

Gotas de chocolate| 50,0 5000 Gotas de chocolate| 30,0 500,0
Blend de frutas| 30.0 500.0







ANEXO A - DECLARACAO DE DEPOSITO DE LINHAGENS

Sao Paulo, 17 de novembro de 2016.

DECLARACAO DE DEPOSITO DE LINHAGENS

Deciaro pelo presente que a senhora Raquel Facco Stefanelio
depositou no Nucleo de Colecdo de Micro-organismos — NCMO do Instituto
Adaolfo Lutz, 06 linhagens, onundas da Universidade Federal de Santa Maria -
RS. Apés os processos de manutengdo e autenticac@io as linhagens receberam

0 acrénimo de acesso na colegdo do NCMO conforme a seguir.

LINHAGEM NUMERO DE | DATADE NUMERO @ DATADE
ORIGEM ENTRADA 1AL DEPOSITO
Wickerhamomyces FNOc 03/05/16 IAL 4533 03/05/16
anomaius
Saccharomyces FN 10A 03/05/16 IAL 4539 1711186
cersvisae
Candida glabrata FBEB 03/05/16 IAL 4540 171116
Lactobacillus fermentum RF 02 03/05/16 1AL 4541 17711116
Lactobacillus plantarum RF 32 03/05/16 IAL 4542 1711116
Pediococcus RF 04 03/05/16 1AL 4543 1711118
pentosaceus
| %
Téania Suell de Andrade
Diretor Técnico |
Nucleo de Colegao de Micro-organismos
TSA/tsa Av. Doutor Arnaido, " 351 = 10° Andat— César

Slo Paulo/SP - CEP. 01248-902 - Tel: (11) 3068-2884
colecacial@ial.ap gov.be
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