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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pos-Graduacédo em Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos
Universidade Federal de Santa Maria

PRODUCAO, LIOFILIZACAO E APLICACAO DE FERMENTO

NATURAL EM PAO TIPO SOURDOUGH
AUTORA: RAQUEL FACCO STEFANELLO
ORIENTADOR: LEADIR LucY MARTINS FRIES
CO-ORIENTADOR: CRISTIANO RAGAGNIN DE MENEZES
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 11 de marco de 2014.

O processo de fermentacdo em produtos de padaria € a etapa mais importante e é,
por sua vez, responsavel pelo aroma do pédo, pois durante essa etapa Ssao
produzidos os compostos aromaticos e volateis aos quais identificamos como o odor
caracteristico do produto. O desenvolvimento de fermento natural é uma
metodologia dificil e necessita de véarias etapas de manutencdo. Tendo em vista
esse aspecto bem como o de producdo que o objetivo deste trabalho foi produzir um
fermento natural liofilizado, adicionado de diferentes concentracdes de trealose,
monitorando os aspectos fisico-quimicos e microbiologicos envolvidos durante sua
fabricacao realizando analises para estudar a viabilidade celular, os efeito envolvidos
no proceso de congelamento e liofilizagcdo e aplicar esse produto em pao tipo
sourdough para avaliar os aspectos sensoriais e de vida de prateleira. Produziu-se
trés tipos de fermento natural liofilizado, um sem a adicdo (FNL 0) de trealose, um
com a adicdo de 10% (FNL 10) e outro com a adicdo de 15% (FNL 15). As
contagens (log UFC'g™) de bactérias acido laticas e de bolores e leveduras antes e
depois do processo de liofilizagdo mostraram que a trealose protegeu as células
dos microrganismos, viabilizando o processo de liofilizacdo, com diferencas
significativas (p<0,05) nos tratamentos com maior concentragdo (10 e 15%) desse
composto. A partir dos fermentos naturais liofilizados, pées tipo sourdough foram
elaborados para avaliar os aspectos fisico-quimicos, microbiolégicos e sensoriais e
comparados com paes fabricados com fermento comercial. Os resultados indicaram
uma inibicdo microbiologica de bactérias e de fungos nos tratamentos fabricados
com fermento natural liofilizado nas diferentes concentragbes de trealose,
apresentando meédias estatisticamente (p<0,05) menores que nos paes com
fermento comercial. Na avaliagao sensorial, os paes com fermento natural liofilizado
utilizando 15% de trealose (FNL 15) obtiveram um conceito razoavel pelo painel
treinado de provadores.

Palavras-chave: Liofilizacdo. Trealose. Fermento natural. Sourdough.






ABSTRACT
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PRODUCTION, LYOPHILIZATION AND APPLICATION OF NATURAL

YEAST IN BREAD TYPE SOURDOUGH
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ADVISOR: LEADIR LUCY MARTINS FRIES
Co-ADVISOR: CRISTIANO RAGAGNIN DE MENEZES
Defense Place and Date: Santa Maria, March 11%, 2014.

The process of fermentation in products of bakery is the most important step and it is,
in turn, responsible for the aroma of bread, because during this stage the aromatic
and volatile compounds which we identify as the characteristic odor of the product
are produced.The development of natural yeast is a difficult methodology and
requires several steps of maintenance. Considering this aspect as well as the
production that the aim of this work was to produce a lyophilized natural yeast, added
different concentrations of trehalose, monitoring the physico-chemical and
microbiological aspects involved during its manufacture performing analyzes to study
cellular viability, the effects involved in the process of freezing and lyophilization and
apply this product in bread type sourdough to evaluate the sensory and shelf life
aspects. It was produced three types of lyophilized natural yeast, one without
addition (FNL 0) of trehalose, one with the addition of 10% (FNL 10) and other with
the addition of 15% (FNL 15). The counts (log CFU'g™) of lactic acid bacteria and of
molds and yeasts acid before and after the lyophilization process showed that
trehalose has protected the cells of the microorganisms, enabling the lyophilization
process, with significant differences (p<0,05) in the treatments with higher
concentrations (10 and 15%) of this compound. From the lyophilized natural yeast,
breads of sourdough type were elaborated to evaluate the physico-chemical,
microbiological and sensory before a treatment with commercial yeast aspects. The
results indicated a microbiological inhibition of bacteria and of fungi in treatments
made with lyophilized natural yeast in different concentrations of trehalose, showing
averages statistically (p<0,05) lower than in commercial breads with yeast. In the
sensory evaluation, the breads with lyophilized natural yeast using 15% trehalose
(FNL 15) obtained a reasonable concept by trained panel of tasters.

Key-words: Lyophilization. Trehalose. Natural yeast. Sourdough.
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1 INTRODUCAO

O péo tem sido produzido pelo homem ha mais de dois mil anos e pode ser
considerado um dos alimentos mais comuns nas mais distintas sociedades. Os
conceitos basicos de pdo e de seu respectivo processo sofreram inumeras
transformacdes ao longo dos anos, quanto a qualidade das matérias primas
envolvidas na formulacdo, a tecnologia de fabricacdo e os héabitos alimentares da
sociedade. Por ser um alimento consumido quase que diariamente, sua versatilidade
aceita as mais variadas formulacdes e combinacdes, néo restringindo este produto a
nenhuma faixa etaria ou classe social.

Os produtos de panificacdo, principalmente os paes, sao fabricados usando
leveduras como agentes de fermentacdo. O fermento bioldégico comercial é
composto basicamente por cepas de Saccharomyces cerevisiae. O amido presente
na farinha de trigo se transforma em acuUcares fermentesciveis pela acdo enzimatica.
Esses acglcares sdo metabolizados pelo fermento, produzindo etanol e diéxido de
carbono (CAUVAIN; YOUNG, 2009). Ha também os fermentos naturais, que séo
fermentos utilizados no preparo de pées especiais em muitos paises, porém com
pouca representacdo no Brasil, pois necessitam de tempo e mao-de-obra capacitada
para seu desenvolvimento e nao possibilitam uma padronizagao na produgao.

Entende-se por fermento natural, uma mistura de farinha de trigo branca e
agua, considerada um micro habitat natural e espontaneo, onde leveduras e
bactérias laticas coexistem em equilibrio dindmico (VOGELMANN; HERTEL, 2011)
apos alguns dias de fermentacdo. O uso de fermento natural como agente de
fermentacao indireta de pées apenas predomina para a producao de paes especiais
e poucas padarias empregam esse tipo de fermento (GOBBETTI, GANZLE,
2007; BRANDT, 2007). Para que esse tipo de fermento seja usado industrialmente, é
necessario investir em pesquisa para desenvolver tecnologias apropriadas para
tornar essa forma de fermentacdo um meio mais acessivel aos profissionais desse
ramo. Portanto, a matéria prima a ser utilizada, a microbiota existente, a manutencgéo
desta microbiota e a disponibilidade do fermento na forma liofilizada necessita de

estudos mais aprofundados.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002013000762#bib33
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002013000762#bib33
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002013000762#bib10
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Para o desenvolvimento da massa para panificacdo os métodos mais
aplicados sdo o método direto e o método indireto, que também é conhecido por
esponja (CAUVAIN; YOUNG, 2009). O primeiro método se baseia na mistura de
todos os ingredientes da formulacdo para desenvolver uma massa que € deixada
fermentar para depois ser dividida, modelada e colocada no forno para assar
(HOSENEY, 1994). No segundo método de fermentacdo, os ingredientes sao
misturados em dois estagios: primeiro é elaborado uma esponja leve e liquida
constituida por parte da farinha da formulacdo, agua e fermento biolégico comercial
ou fermento natural. A esponja passa por uma extensa pré-fermentagéo variando de
1 a 4 horas ou até mesmo 16 horas. No segundo estagio, os demais ingredientes
sdo acrescidos a esponja e a massa formada € levada a fermentacéao final antes de
assar (CANELLA-RAWLS, 2009; CAVANAGH et al., 2010). Na método (indireto) de
fermentacdo, o fermento natural € o mais utilizado.

A importancia da fermentacdo natural na vida moderna € ressaltada pelo
amplo espectro de alimentos fermentados e que sdo comercializados atualmente,
nao so6 pelo beneficio da preservacao e seguranca, mas também por seus atributos
sensoriais altamente apreciados e por modular as propriedades nutricionais em uma
série de maneiras, tais como aumento dos niveis ou biodisponibilidade de
compostos bioativos além de retardar a digestibilidade do amido (FLANDER et al.,
2011).

A producédo de fermento natural vem se modificando e se aprimorando com o
passar dos tempos. Desde 0s tempos mais remotos até hoje, a batata, por exemplo,
€ usada para iniciar um processo de fermentacdo juntamente com farinha de trigo
branca e agua. Além dos tubérculos e raizes, frutas e iogurte natural sdo utilizados
para dar inicio ao processo de fermentag&o natural.

Os produtos naturais estdo ganhando espaco entre os consumidores que
buscam uma alimentacdo mais saudavel e que atenda as caracteristicas nutricionais
e de aceitabilidade. Em produtos panificados a utilizacdo de graos integrais
enriquecidos por fibras é bastante difundida e tém contado com a aceitacdo dos
consumidores mais exigentes.

Quanto maior for o grau de extracdo da farinha de trigo, maiores serdo 0s
teores de cinzas e fibras. A utilizacdo deste tipo de farinha, comumente designada
de farinha integral, em processos fermentativos conserva a maioria de suas

propriedades funcionais e também colabora com o processo fermentativo, pois
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apresenta enzimas enddgenas que agem no enriquecimento do produto
(SCHEIRLINCK et al., 2009) porém deve-se tomar o cuidado com a propor¢cao
adicionada pois as fibras agem como laminas nas redes de gluten, diminuindo o
volume dos paes.

Logo, a farinha de trigo integral, ainda n&o utilizada na producéo de fermento
natural, € uma 6tima opcao considerando a diversidade e quantidade de compostos
e nutrientes que a compdem.

Para producéao industrial de um fermento natural, necessitamos preservar 0os
microrganismos ali existentes. Varios microrganismos starters sao frequentemente
preservados por congelamento e também por secagem. No entanto, ocorre uma
consideravel inativacdo das células durante esses processos, por isso se faz
necessario estudar as respostas fisiologicas dos microrganismos durante o
congelamento e também durante a secagem (KETS et al., 1996).

A trealose € um dissacarideo com func¢des protetoras e em um estudo recente
(SELVA et al., 2013) relataram sobre a sua efichcia na preservacdo de
microrganismos sob condi¢cdes ambientais adversas, tais como temperaturas baixas
e processos de secagem. Embora o mecanismo pelo qual este dissacarideo exerca
a protecao ainda esteja em discussao, 0 seu uso como crioprotetor estd sendo cada
vez mais estudado e aprimorado.

A liofilizacdo € um processo de remocao de agua por sublimacédo, ou seja, a
agua previamente congelada (sélido) na amostra é evaporada sem passar pelo
estado liquido originando um produto seco, muito usada para obter diversos
produtos industriais (SANTO et al, 2013). O fermento bioldgico comercial ja existe na
forma instantdnea devido ao processo de liofilizacdo. No entanto ndo ha na literatura
nenhum trabalho que aborde a liofilizagdo de um fermento natural, contemplando
microrganismos e farinha, para ser aplicado a nivel industrial no preparo de péaes. O
que existe sdo fermentos naturais secos, originalmente especificos para conferir
aroma e sabor aos produtos. A Vallens Food (Farroupilha, RS) comercializa esses
tipos de fermentos. Este trabalho inovou com a idéia da liofilizacdo de toda a massa
de fermento, sem fazer o isolamento dos microrganismos. Para tanto a
sobrevivéncia dos microrganismos submetidos ao processo de liofilizacdo deve ser
estudada.

Embora a liofilizagdo como método de preservacéo de leveduras promova alta

taxa de inativacdo celular, a viabilidade celular remanescente permanece estavel
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durante o periodo de estocagem (SILVA et al., 1992; COSTA e FERREIRA, 1991;
JAY, 2005).

Dessa forma, o presente estudo tem por finalidade fabricar um fermento
natural liofilizado a partir da mistura de farinha de trigo branca e integral para

utilizacao industrial na elaboracao de péo tipo sourdough.

1.1 Objetivos

1.2 Objetivo geral

Este estudo tem por finalidade produzir um fermento natural liofilizado a partir
da mistura de farinha de trigo branca e integral para utlizacdo industrial na

elaboracao de péo tipo sourdough.

1.3 Objetivos especificos

e Produzir um fermento natural a partir da mistura de farinha de trigo branca e
integral;

e Monitorar o pH, a acidez total titulavel (ATT) e o crescimento dos
microrganismos no fermento natural, durante sua producéo;

¢ Analisar a umidade e atividade de agua no fermento natural antes de ser
liofilizado;

e Verificar o efeito da trealose adicionada ao fermento antes de realizar a
liofilizacdo das amostras;

e Analisar a umidade, a atividade de agua, o rendimento e a sobrevivéncia dos
microrganismos nos fermentos naturais liofilizados;

e Avaliar a vida de prateleira do fermento natural liofilizado através da
viabilidade celular;
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e Elaborar o péo tipo sourdough com o fermento natural liofilizado através da
fermentacao indireta;

e Analisar os aspectos fisico-quimicos, microbiolégicos e sensoriais dos paes
produzidos;

e Avaliar a aplicabilidade industrial do fermento natural liofiizado e as
consideracdes a cerca de sua utilizacdo em empresas ligadas com o setor de

panificacao.






2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Historia do péo

A historia do pdo comeca a ser contada cronologicamente a partir do
momento que o homem dominou a técnica do fogo, fez misturas de cereais com a
adgua e cozinhou essa pasta sobre a pedra quente. Histéria que segue com a
descoberta do fermento natural que transforma o pao ancestral, também conhecido
por &zimo, em um produto com volume e leveza. Histéria que passa pelas
transformacdes tecnoldgicas dos tempos modernos e pela tradicao espiritual, ja que
0 pao, apesar de ser feito pelo homem, é também alimento sagrado (CANELLA-
RAWS, 2006).

Em suas diversas formas, o pdo € um dos alimentos mais consumidos pela
humanidade. Tradicionalmente, origina-se da farinha derivada do trigo. Diversos
outros tipos de cereais, leguminosas e até legumes podem ser moidos, produzindo
uma farinha. No entanto, a capacidade das proteinas presentes no trigo de
transformar o mingau de farinha e agua em uma massa glutinosa, que se torna péao,
limita-se em geral ao trigo e a algumas outras sementes de cereais habitualmente
utilizadas (CAUVAIN, 2009).

O pédo é um alimento base, consumido por todo o mundo e é produzido,
tradicionalmente, por farinha de trigo, agua, sal e levedura (ULZIIJARGAL et. al.
2013). O termo “pao” € usado de forma genérica, pois existe uma variedade imensa
de diferentes tipos de paes, refletidos nos costumes e cultura local (LAMPIGNANO,
etal.,, 2013).

2.2 Péaes especiais

O estilo de vida mais saudavel vem mudando os habitos alimentares de um

namero cada vez maior de pessoas. Os consumidores estdo ficando cada vez mais
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exigentes e as industrias de panificacdo assim como as demais devem buscar o
aprimoramento de seus produtos para oferecer uma gama variada de alimentos com
beneficios a saude.

Conforme a Resolugéo n° 263 (BRASIL, 2005), paes séo os produtos obtidos
da farinha de trigo e ou outras farinhas, adicionados de liquido, resultantes do
processo de fermentagcdo ou ndo e coccao, podendo conter outros ingredientes,
desde que nédo descaracterizem os produtos.

De acordo com BRASIL (2000) podemos identificar o Pao de forma como o
produto obtido pela coccdo da massa em formas, apresentando miolo elastico e
homogéneo, com poros finos e casca fina e macia. Sendo P&o integral um produto
preparado, obrigatoriamente, com farinha de trigo e farinha de trigo integral e/ou
fibra de trigo e/ou farelo de trigo.

Para a obtencdo da farinha integral o gréao é triturado mantendo-se tudo como
produto Unico. A farinha branca representa de 30% a 60% de extracdo e a farinha
mais ou menos escura corresponde de 76% a 80% ou mais de extracdo. Assim,
conforme Ornellas (1995), quanto mais refinada for a farinha, menor sera o
rendimento de extracdo e mais destituida o produto estara de vitaminas e minerais.

Dessa forma ha uma grande tendéncia pela preferéncia pelos alimentos
naturais, ricos em fibras e com o minimo de conservantes para promover o bem-
estar e a qualidade de vida dentre os consumidores. De acordo com Gandra et al.
(2008), existem duas razdes para se adicionar fibras em péaes, sendo a primeira, 0
aumento do teor de fibra alimentar, e a segunda, o decréscimo do conteudo caldrico

destes pées.

2.3 Principais ingredientes

Existe uma diversidade de tipos de paes e por isso as formulacdes séo
bastante variadas, porém, na sua simplicidade, o pdo consiste de poucos
ingredientes, como, por exemplo, farinha de trigo, fermento, sal e agua. No decorrer
dos tempos, as formulagGes foram sendo aperfeicoadas e alguns ingredientes foram
adicionados ou substituidos para criar sabores, aromas e formatos diferentes. Em

particular, neste trabalho apenas citaremos os principais.
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2.3.1 Farinha de trigo

Entre as farinhas mais utilizadas na panificacdo, a de trigo merece destaque,
principalmente devido suas caracteristicas unicas de formacgdo de rede protéica
através do glaten (PALLARES et al., 2007). O gluten é composto de uma mistura
heterogénea de proteinas, constituido principalmente por gliadinas e gluteninas, com
solubilidade em agua (DAMODARAN, et al., 2010).

As proteinas do trigo séo divididas em dois grandes grupos (as sollveis e as
insoliveis em agua): as proteinas que irdo formar o glaten, constituindo 75-80% das
proteinas na farinha e aquelas que ndo o formam, representando 25-20% do total
(PALLARES et al., 2007). O desdobramento parcial das moléculas protéicas através
do amassamento em presenca de agua facilita interacdes hidrofébicas, com
intercambio de sulfidril-dissulfeto juntamente com formacao de pontes de hidrogénio,
resultando assim em formacédo de polimeros em forma de rede, capaz de reter os
gases da fermentacdo (DAMODARAN et al. 2010).

A atividade da fermentacdo melhora quando é usada a farinha de trigo
integral, porque o farelo é rico em minerais que sdo alimentos naturais para o
fermento, no entanto prejudica a retencao dos gases durante a fermentacao (SUAS,
2012).

Muitos dos ingredientes utilizados na confeccdo dos produtos fermentados
contribuem de forma significativa para seu sabor. A farinha tende a ter sabor
relativamente suave, com a maior parte dessa contribuicdo vinda dos oleos do
gérmen (embrido) e das particulas do farelo de trigo presentes. E previsivel esperar
gue as farinhas de trigo integral e as brancas enriquecidas com farelo e gérmen de
trigo produzirdo um pao mais saboroso do que as feitas somente com farinhas
brancas (CAUVAIN, 2009).

3.3.2 Agua

Na panificacdo esse ingrediente tem grande importancia, dado que a

formacdo do gluten depende do trabalho mecanico entre a mistura da farinha de
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trigo e agua, formando uma espécie de gel, cujo papel é aprisionar o gas produzido
pelas leveduras contribuindo para um maior volume, maciez e caracteristicas
sensoriais benéficas no produto final (PALLARES et al. 2007). Assim a agua cria o
ambiente umido apropriado para o desenvolvimento de intensa atividade enzimatica
e inicia o processo de fermentacdo (CANELA-RAWS, 2006).

3.3.3 Sal

O sal é um dos principais ingredientes que influenciam nas caracteristicas
tecnolégicas e sensoriais no produto de panificacdo (NOORT, BULT & STIEGER,
2012). O sal também é necessério para dar sabor ao pao, pois sem ele, o pao ficaria
insipido (CAUVAIN; YOUNG, 2009). A gquantidade de sal afeta as relacbes do
crescimento microbiano e, consequentemente, a vida de prateleira (BELZ et al.
2012). No entanto, sua adi¢cdo deve ser limitada, pois em demasia causa inibicdo
das leveduras responsaveis pela fermentacdo (PALLARES et al. 2007) e alteracéo
na qualidade do glaten, com valor étimo de 2% em relacdo ao peso da farinha,
apresentando nestas propor¢cdes melhores resultados tecnoldgicos (QUAQLIA,
1991).

Logo, a adicdo de valores inferiores a 2% de sal na formulacdo, como por
exemplo 1,25%, pode assumir particular importancia para a fabricacdo de paes de
acordo com as novas exigéncias da ANVISA para a diminuicdo da concentracao de

sédio (NaCl) nos produtos.

3.3.4 Acucar

Dentre os acucares mais utilizados na panificacdo, a sacarose fica em
destaque. E um diglicerideo constituido por uma molecula de glicose e uma
molécula de frutose (RIBEIRO & SERAVALLI, 2007). Na panificagdo seu uso esta

relacionado, principalmente, com aumento da disponibilidade de acucares
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fermentesciveis e por proporcionar rea¢des de escurecimento ndo enzimético, no
caso de agucares redutores (QUAQLIA, 1991; PALLARES et al., 2007).

3.3.5 Gordura

Os lipideos desempenham um papel importante na qualidade dos produtos
panificados, pois podem contribuir em atributos como textura, sabor, nutricdo e
densidade calérica. Uma gama enorme destes componentes pode ser usada com
propriedades funcionais especificas de maciez, sensacdo bucal, integridade
estrutural, umectacéo, entre outros em diversos produtos alimenticios, como tortas,
paes, massas, produtos fritos e assados (DAMODARAN et al., 2010).

Na panificacdo o uso de gorduras esté ligado a diminuicdo do enrijecimento
da crosta que se acentua com o passar do tempo e também com a estabilizacdo das
bolhas de gas presentes na massa entre outras funcionalidades (MOULINEY et al.
2011).

3.3.6 Fermento

Segundo a ANVISA (BRASIL, 2000), considera-se como Fermento biol6gico
natural aquele obtido a partir de uma autoselecdo natural de cepas de leveduras e
lactobacilos presentes na farinha de trigo. De acordo com a mesma resolugéo,
Fermento biologico industrial € uma selecéo de leveduras Saccharomyces cerevisiae
obtida através de processo industrial.

Sob critérios morfolégicos e fisioldgicos, o fermento é uma cultura de
microrganismos, composta por seres microscopicos capazes de alimentar-se,
reproduzir e eliminar suas proprias sobras (CO,). Eles se alimentam dos acucares
resultantes da hidrolise do amido presente na farinha de trigo utilizada no preparo da
massa de pdo. O agucar é metabolizado pelos fermentos, eliminando &lcool e
desenvolvendo o gas necessario para a explusdo do produto (CANELA-RAWS,
2006).
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O fermento comercial € um fermento biolégico resultante do cultivo industrial
de culturas apropriadas de estoques selecionados, podendo ser liofilizado ou n&o
(instantaneo). O fermento bioldégico comercialmente produzido (Saccharomyces
cerevisiae) apresenta qualidade uniforme. O pao elaborado com esse fermento
apresenta uma acidez relativamente baixa (em torno de 6 g.%) sendo dominado pelo
sabor e aroma derivado da farinha de trigo (CANELA-RAWS, 2006).

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

algumas bactérias que ocorrem naturalmente (CANELA-RAWS, 2006).

3.4 Tipos de fermentacéo

O processo de panificacdo pode ser dividido em duas fases distintas: o
periodo da mistura e o periodo da fermentacéo, quando as caracteristicas da massa
sao transformadas. Ambas as fases sao essenciais para a qualidade final do pdo. O
estilo ou 0 modo da fermentagéo determina o sabor e o aroma final do p&o (SUAS,
2012). Existem dois tipos principais de fermentagédo, o método indireto e o método
direto.

O método tradicional de fermentacdo (chamado rotineiramente de método
indireto) inicia-se com a elaboracdo de uma esponja (uma por¢cdo de massa que é
fermentada e entdo adicionada a massa final) usando fermento natural ou fermento
comercial (SUAS, 2012) para dar reforco a proxima fase no processo. Durante a
fermentacdo da esponja haverd uma diminui¢do evidente do pH com fermentacdo

crescente (provocada pelas mudancas de tempo, temperatura ou ambas). A duracao
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da fermentacao da esponja pode variar consideravelmente (de 2 a 24h), assim como
a sua composicao (CAUVAIN, 2009). Apos esse periodo de fermentacdo primaria,
0os demais ingredientes sdo misturados e a massa passa pelo o que chamamos de
fermentacao final ou de prova, gerando os compostos resposaveis pelo sabor e
originando o volume dos produtos pela tranformacdo de acucar em CO,, élcool e
compostos aromaticos (SUAS, 2012).

Depois que a massa atingir um crescimento esperado, ela é dividida e preé-
moldada de acordo com peso e formato definidos. As massas divididas sdo postas
para descansar até atingir o formato final. Essas massas moldadas passam, entao,
para o proximo estagio de fermentacéo, quando o fermento produz o gas carbdnico
(CO,), gerando volume e textura suficiente para serem levadas ao forno (SUAS,
2012).

No método direto de fermentacdo nenhum pré-fermento ou esponja €
desenvolvido. Trata-se de um método simples e € o mais utilizado recentemente
devido sua rapidez e produtividade. Nesse processo, como 0 proprio nhome diz, 0s
ingredientes sdo diretamente incorporados (de uma Unica vez) para fazer a massa
de p&o, obviamente seguindo uma ordem determinada. E mais rapido do que o
método indireto, porém produz pdo com miolo menos macio, com textura
diferenciada e aromas menos desenvolvidos (CANELA-RAWS, 2006).

3.4.1 Fermentacéao natural

Nos processos naturais de fermentagcdo, novos produtos de sabor sao
gerados na massa. Tanto a intensidade desses sabores como as “notas” particulares
de sabor que sdo desenvolvidas mudam com o tempo crescente da fermentacédo. As
alteracbes mais observadas sdo aquelas associadas ao desenvolvimento de
sabores acidos a partir da atividade microbiana na massa, prontamente detectados
no sabor do miolo do pdo. Nem toda essa atividade ligada ao sabor advira da adi¢éo
de fermento; alguma resultard de fermentos silvestres e bactérias, em especial
bactérias do acido latico, que estdo presentes naturalmente na farinha (CAUVAIN,
2009).
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Com mais de dois mil anos de existéncia, o fermento natural € um fermento a
base de massa envelhecida. Wood (1998) ressalta: “A adicdo de agua em cereais
moidos resulta na formacdo de uma massa a qual, depois de um tempo, ira se tornar
sourdough (Sourdough € levain em inglés, cujo significado é massa &cida)
caracterizado pelo gosto acido, aroma e aumento de volume devido a formagéo de
gas.” A fermentagcdo natural tem sido usada desde os tempos mais remotos e o
aumento da qualidade dos produtos bem como o incremento na sua vida de
prateleira estdo sendo amplamente discutidos (ZHANG et al., 2010).

Segundo Anquier (1997), o autor desta descoberta foi um padeiro que morava
as margens do Nilo e que misturou, por acaso, um pedaco da massa velha a massa
gue fazia naquele dia. Ao colocar o péo para assar o padeiro teria sido surpreendido
por uma massa crescida e mais leve. Chegou-se assim a um dos primeiros
processos fermentativos da humanidade.

Em geral, a fermentacdo natural aumenta a concentragcdo dos compostos
fendlicos da farinha de trigo (KATINA et al, 2005) e auxilia na atividade da fitase,
degradando o &cido fitico, um excelente quelante de minerais tais como Ca**, Mg*",
Fe™ e Zn™", melhorando, assim, a biodisponibilidade destes nutrientes na dieta
(FEBLES et al., 2002).

3.5 Fermento natural

O fermento natural € o resultado da cultura simbidtica entre bactérias e
leveduras, encontrados no meio ambiente e na prépria farinha (CANELLA-RAWLS,
2006). Consiste em uma mistura geralmente composta por farinha de trigo e agua,
sendo fermentada por leveduras e bactérias acido laticas (CORSETTI, SETTANNI,
2007; DE VUYST, NEYSENS, 2005; DE VUYST, VANCANNEYT, 2007; DE VUYST
et al., 2009). O fermento natural também pode ser obtido utillizando frutas, iogurte,
tubérculos e raizes amilaceas (CAUVAIN; YOUNG, 2009).

De acordo com De Vuyst et al. (2014) o fermento natural pode ser
considerado, do ponto de vista microbiol6égico, um ecossistema especifico e
estressante, caracterizando-se por apresentar baixo pH, altas concentracbes de

carboidratos, limitacdo de oxigénio e altas contagens de células de bactérias acido
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laticas (BAL) (= 10® UFC'g?) em comparagdo com leveduras (= 10° UFCg™'). O
fermento natural, por natureza, € composto por bactérias acido laticas (BAL) que
produzem, principalmente, acidos organicos e por leveduras que produzem diéxido
de carbono e etanol. De acordo com o tipo de pao e da qualidade exigida, os
fermentos naturais sdo selecionados com base nas propriedades metabdlicas
especificas dos microrganismos que habitam esse meio fermentativo (GOBBETTI,
GANZLE, 2007).

Arendt et al. (2007) observaram a influéncia do fermento natural na textura
dos produtos e outros efeitos positivos nas propriedades tecnoldgicas, nutricionais e
funcionais dos pdes. Além disso, o uso do fermento natural proporciona Gtima
qualidade em sabor e conservacdo nos produtos finais obtidos (HAMMES et al.,
2005). Por esse motivo, 0 uso de fermento natural em produtos panificados tem sido
melhorado nos Ultimos tempos e hoje sabemos que, durante o processo, as
leveduras e as bactérias presentes produzem componentes que sao responsaveis
pelas caracteristicas especificas de produtos feitos por fermentacdo natural como,
por exemplo, presenca de acido lactico e acético que proporcionam aromas
especificos (BIANCHINI, 2004).

O acido lactico, liberado pelas BAL, € responsavel pelo retardo da
fermentacao, pois em concentracdes elevadas, tanto a bactéria lactica quanto as
leveduras séo inibidas. Este € o fator crucial que torna a fermentacdo natural mais
lenta que a convencional (SUAS, 2012). No entanto existe consenso por parte dos
pesquisadores a respeito dos efeitos positivos do fermento natural na producéao de
paes, tais como o incremento de volume, melhora da estrutura da casca (CORSETTI
et al., 2000; CROWLEY et al, 2002) e o aumento da vida de prateleira
(LAVERMICOCCA et al., 2000).

Zhang et al. (2010) relatam que a adicdo de fermento natural, com linhagens
especificas de Lactobacillus, no processo de panificagdo permite a acumulacéo de
propionato e representa um processo para aumentar as capacidades antifingicas no
pao e sugere que modificacdes nos processos utilizados atualmente podem permitir
uma fermentacao utilizando fermento natural sem o uso de conservantes artificiais

em escala industrial.
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3.5.1 Produgéao de fermento natural

De acordo com o processo de inoculacdo, trés maneiras de producédo de
fermento natural podem ser distinguidas (CORSETTI, SETTANNI, 2007; DE VUYST,
NEYSENS, 2005; DE VUYST, VANCANNEYT, 2007; DE VUYST et. al., 2009). A
primeira representa um processo de fermentacdo espontanea de fermento natural
com base em backslopping, ou seja, com a incorporacéo, repetidas vezes, de farinha
e dgua mantendo parte da producao anterior, sendo chamada esta de massa mae,
tradicionalmente realizada a temperatura ambiente (25-28°C). Gracas a habilidade e
manutencdo de massas mae, durante anos, uma enorme variedade de produtos de
padaria produzidos a partir de fermento natural existe.

Considerando que a farinha abriga varios microrganismos, abrangendo varias
leveduras e bactérias, incluindo diversas espécies, a estabilidade do fermento
natural deste tipo é alcancada dentro de uma semana (SIRAGUSA et. al., 2009; VAN
DER MEULEN et. al., 2007; WECKX et al., 2011).

Dessa forma, as caracteristicas e a qualidade (enzimética, microbiolégica e
nutricional) da farinha utilizada sdo de extrema importancia, ja que esta matéria
prima é de fato uma importante fonte de nutrientes (aminoacidos, 4cidos graxos, sais
minerais e vitaminas), enzimas enddgenas, bactérias acido laticas e leveduras (VAN
DER MEULEN et al., 2007; SCHEIRLINCK et al., 2009; VRANCKEN et al., 2010).

A segunda maneira de se produzir um fermento natural é a partir do resultado
da adicdo de uma cultura de arranque, adicionada a mistura de farinha e agua. Em
geral, tais fermentacOes séo realizadas em temperatura mais elevadas (acima de
30°C) e geralmente duram de um a trés dias. Os fermentos produzidos dessa
maneira sdo comercializados como produtos semi-liquidos, tratados termicamente,
ou secos (GAGGIANO et al., 2007).

E por fim, a terceira maneira de produzir um fermento natural é adicionando
uma cultura de arranque (geralmente uma estirpe de bactéria acido latica) a uma
massa mae iniciada no formato tradicional (por backslopping) evoluindo, conforme
as etapas descritas anteriormente, para uma fermentacéo controlada em laboratério
que poderd servir de cultura para a fabricacdo de outros produtos(SIRAGUSA et al.,
2009).
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Em um trabalho sobre producédo de fermento natural semi-liquido, Gaggiano
et al. (2007) propuseram um protocolo para a producdo e uso de uma massa
fermentada contendo varias espécies de bactérias acido laticas e leveduras a fim de
satisfazer as exigéncias industriais. Este trabalho representa uma ferramenta muito
interessante a nivel industrial do fermento para obter produtos com qualidade
superior aos preparados de outro modo. No entanto os autores sugerem mais
pesquisa para definir a influéncia deste tipo de fermento na textura e nas
propriedades sensoriais dos produtos de panificacao.

A fermentagdo espontanea ocorre a partir de uma microflora naturalmente
presente na matéria-prima e o fermento natural (ou sourdough) contém
principalmente uma cultura simbidtica de bactérias acido laticas (BAL) e leveduras
(SAEED et al., 2009). Autores afirmam que essa mistura, combinada de cultura
simbidtica, é responsavel pela acidificacdo da massa, pela sintese de alguns aromas
e compostos antifungicos e também pela qualidade nutricional do produto, uma vez
qgue diminui ou aumenta os niveis de compostos, aumentando ou retardando a
biodisponibilidade de nutrientes (POUTNANEN et al., 2009).

Sabe-se que a adicdo de farinha de trigo integral no preparo de um fermento
natural é favoravel, pois aumenta a carga microbiana no momento da fermentacéo
(POUTANEN et al., 2009). Durante o processamento do grao de trigo, boa parte da
carga microbiana é removida nas etapas de moagem e peneiramento, logo, quanto
mais integral a farinha de trigo utilizada nos processos de fermentacdo melhor, pois
havera maior disponibilidade de microrganismos e nutrientes (POUTANEN et al.,
2009).

3.5.2 Aspectos microbiolégicos do fermento natural

Bianchini (2004) aborda a identificacdo dos microrganismos presentes em
fermentos naturais de farinha de trigo branca, e nesse trabalho o pesquisador
encontrou composi¢cdes muito proximas (Figura 1): 30% das bactérias laticas
isoladas foram Lactobacillus sanfranciscensis, 20% foram Lb. alimentarius, 14%

foram Lb. brevis, 12% foram Leuconostoc citreum, 7% foram Lb. plantarum, 6%
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foram Lactococcus lactis subsp. lactis, 4% foram Lb. fermentum e Lb. acidophilus,
2% foram Weissela confusa e 1% foi Lb. delbrueckii subsp. delbrueckii.

Segundo trabalho de LACUMIN et al. (2009) a caracterizacdo de um fermento
natural pode ser realizada por meio da utilizacdo de técnicas analiticas combinadas,
incluindo contagem de placa, isolamento e identificagdo bioquimica para explorar as

comunidades microbianas dentro de um fermento natural.

Composigio do fermento natural (%) |HBLb. sanfranciscensis
ELb. alimentarius
OLb. brevis
OLeuconostec citreum
ELb. plantarum

OLb. lactis subsp lactis
B Lb. fermentum

OLb. acidophilus

W 'Weissela confusa

B Lb. delbrueckii subsp
delbrueckii

Figura 1 — Microrganismos presentes no fermento natural

Fonte: BIANCHINI (2004).

JA& Wood (1998) aponta o Lactobacillus plantarum, como o principal
microrganismo encontrado nos fermentos naturais, seguido das espécies
heterofermentativas L. brevis e L. fermenti que produzem etanol, CO, e também
acido acético, que conferem as massas acidas aromas caracteristicos. As leveduras
freqientemente encontradas sdo Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces

exiguus e Candida holmii.
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3.5.3 Mudancas Fisico-Quimicas

O fermento natural inclui, obrigatoriamente, bactérias homofermentativas e
facultativamente, bactérias acido laticas heterofermentativas (HAMMES; VOGEL,
1995), mas, ao contrario da maioria das outras produc¢des de alimentos fermentados,
0 papel mais determinante destas bactérias em produtos fermentados naturalmente
€ desempenhado pelas cepas heterofermentativas. Isto € devido a producdo de
acido acético e do acido lactico a partir da fermentacao de hidratos de carbono.

O &cido acético contribui fortemente para 0 aroma e a estrutura dos produtos
finais (CORSETTI; SETTANNI, 2007). Além disso, as espécies heterofermentativas
contribuem parcialmente para o processo de fermentacdo de massa (GOBBETTI
et al.,, 1995). A producdo de &cido nos fermentos naturais € de responsabilidade,
guase que inteiramente, das bactérias pertencentes ao género Lactobacillus
(CORSETTI; SETTANNI, 2007).

A temperatura de fermentacdo € um fator determinante na dinamica e na
cinética dos metabdlitos formados no processo fermentativo de um fermento natural
(BANU et al., 2011; DECOCK; CAPPELLE, 2005; KATINA et al., 2006;
VOGELMANN; HERTEL, 2011). E observado um aumento da producdo de é&cido
lactico em temperaturas mais altas (> 30°C) de fermentagdo, favorecendo a
acidificacdo. Alternativamente, as temperaturas baixas (25-28°C) favorecem o
crescimento das leveduras, a producéo de etanol e a formacéo de sabor (MORONI
et. al., 2011; VOGELMANN & HERTEL, 2011).

A acidificagao, a temperatura ambiente e o processamento lento criam um
ambiente propicio para as enzimas enddgenas da farinha de trigo exercerem suas
funcdes. O fermento natural, quando aplicado corretamente, exerce influéncias néao
s6 na qualidade sensorial, textura e prazo de validade, mas também pode ter um
impacto significativo sobre as propriedades nutricionais dos alimentos fermentados
(POUTANEN, 2014).

A producao de exopolissacarideos (EPS) por bactérias acido laticas melhora
o volume, a textura e aumenta o teor de fibra dietética nos pées fermentados por
fermento natural (KORAKLI et al.,, 2003; PEPE et al., 2004). No entanto, o efeito
benéfico de exopolissacarideos em relacdo a textura dos paes pode ser mitigado
pela acidez excessiva (GALLE; ARENDT, 2013). Em um trabalho anterior
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(PALOMBA et al., 2012), foi observado que uma massa de péao tipo sourdough
obtida com cepas selecionadas de bactérias &cido laticas produtoras de EPS, apés
15 horas de fermentacdo a 30 °C, resultou em pdes com melhores propriedades
viscoelasticas.

Logo, provavelmente, as cepas produtoras de exopolissacarideos (EPS) e as
condicdes de fermentacdo precisam ser encontradas para maximizar a producao de
EPS, ao mesmo tempo aperfeicoar a producéo de acido latico, dentro do aceitavel,
para conseguir a estrutura do miolo e sabor desejado dos paes. Assim, quando
cepas de bactérias &cido laticas produtoras de EPS sdo selecionadas para
aplicacdes em paes tipo sourdough, os metabdlitos formados, o valor do pH no final
da fermentacdo e a concentracdo de acido latico devem ser consideradas
(TORRIERI et al., 2014).

A este respeito varios autores tém relatado efeitos benéficos da acidificacédo
biolégica nas caracteristicas envolvendo a qualidade dos pédes devido aos
metabdlitos formados durante a fermentacdo (KADITZKY et al., 2008; PEPE et al.,
2004) e, em particular, por causa da atividade proteolitica das bactérias acido laticas
(THIELE et al., 2004).

3.6 Paes com fermento natural (tipo sourdough)

Paes elaborados com fermento natural, também conhecidos como sourdough,
apresentam vantagens relacionadas com a textura, sabor e vida de prateleira. Além
disso, possuem modificacdes enziméticas enddgenas, de acordo com a matriz de
cereais utilizada, que acabam refletindo em produtos com menor teor de gluten
contribuindo para o sucesso do uso de fermento (DE VUYST et al., 2014).

O fermento natural, com sua capacidade de melhorar a qualidade e prolongar
a vida de prateleira de pédo tem sido amplamente descrito (ARENDT et al., 2007;
GOCMEN et al.,, 2007; KATINA et al., 2006). Fermentacdo utilizando fermento
natural pode retardar o endurecimento do pao fabricado com farinha de trigo e ainda
reduzir o indice glicémico do pao elaborado com farinha de centeio (KATINA et al.,
2005; SCAZZINA et al., 2009).
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Embora que as bactérias acido laticas (BAL) estdo primariamente envolvidas
no desenvolvimento das caracteristicas sensoriais de massa fermentada, varios
produtos gerados durante a fermentacao por leveduras também contribuem para a
melhoria da complexidade organoléptica das massas resultantes de fermentacao
natural (VALMORRI et. al., 2010).

Muitas propriedades inerentes do sourdough devem-se a atividade metabdlica
da bactéria acido latica presente no processo: fermentacdo latica, protedlise e
sintese de compostos volateis, e acdo antifUngica estdo entre as atividades mais
importantes durante a fermentacdo (PLESSAS et al.,, 2011). Além disso, outra
vantagem desse método é a extensdo da vida de prateleira dos produtos, devido a
retencdo da umidade e aumento da acidez, o que contribui para o controle
microbiano do péo (PLESSAS et al., 2012).

O uso de fermento natural seco na producdo de péaes tende a simplificar o
processo de fabricacdo de pades especiais em padarias, tendo como vantagem a
elaboracdo de pré-misturas funcionais ao alcance de qualquer estabelecimento. Os
fermentos naturais na forma seca garantem um padrdo e uniformidade no produto
final devido suas caracteristicas da qualidade e a possibilidade de variacbes de
dosagem na receita além da utilizacdo como starters para outros tipos de fermentos
(MEUSER et. al., 1995).

Para a producdo de um fermento natural (GAGGIANO et. al., 2007), cepas
definidas como cultura starter sdo escolhidas com base, principalmente, na sua
capacidade de acidificar rapidamente a mistura de farinha e agua e/ou a sua
capacidade para produzir sabores especificos. Exemplos dessas cepas séo, por
exemplo, Lb. fermentum, Lb. plantarum e Lb. sanfranciscensis, que séo utilizados,
com ou sem 0 acompanhamento de Saccharomyces cerevisiae.

Estudos sobre a microbiota de fermento natural produzido a partir de
diferentes cereais diferentes (CORSETTI & SETTANNI, 2007) tém revelado uma
grande biodiversidade da microflora e contribuido para aumentar o interesse pelas
culturas starters, especialmente para aquelas que apresentam propriedades de
reforco nutricional e aspectos de qualidade sensorial satisfatorios.

O fermento natural, se utilizado corretamente, pode melhorar o volume, a
textura, o sabor e o valor nutricional dos péaes tipo sourdough, aumentando a vida de
prateleira, retardando o processo de endurecimento do pao e protegendo o péo da

deterioracdo bacteriana e causada por fungos (GOBBETTI et al., 2008).
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O fermento natural tem sido tradicionalmente usado como agente de
fermentacdo em produtos especiais, porém poucas padarias empregam o fermento
natural em escala industrial. O uso industrial deste tipo de fermento visa
predominantemente, a melhoria da qualidade do pdo e a substituicio dos
aditivos. Para tanto, vem sendo desenvolvidas tecnologias de fermentacdo e novos
fermentos com propriedades metabdlicas definidas (GOBBETTI & GANZLE, 2007;
BRANDT, 2007).

A fermentacdo dos paes tipo sourdough pode ser diferenciada do processo
convencional (fermentacdo direta) através de dois fatores principais: em primeiro
lugar, a presenca de bactérias acido laticas aumenta o potencial metabodlico deste
grupo heterogéneo de microrganismos sobre o potencial metabdlico de leveduras
(DECOCK & CAPELLE, 2005; VUYST & NEYSENS, 2005). Em segundo lugar, o
tempo de fermentagdo de processos com fermento natural varia entre 8 horas
(utilizando a esponja) a mais de 144 horas (BRANDT, 2007). Este tempo de
fermentacdo longo comparado com os processos de fermentacéo direta permite uma
contribuicdo substancial de enzimas enddgenas para as conversdes bioguimicas na
massa de péo.

Uma acidez acentuada pode afetar negativamente a qualidade do pao, uma
vez que pode causar sabores desagradaveis e reduzir volume do p&o, bem como
sua suavidade (KADIZKY et al., 2008). Estes resultados estdo de acordo com Katina
et al. (2009) que observaram uma diminuicdo de aproximadamente 10% no volume
do pédo na presenca de 40% de fermento natural em comparacdo com o tratamento
controle (sem fermento natural). Normalmente, o nivel de adicdo de fermento natural
no preparo de péaes de trigo € entre 7,5 e 10% sob o peso de farinha (LORENZ &
BRUMMER, 2003), uma vez que intensa acidificacdo pode diminuir o volume do pao
(KADITZKY et al., 2008).

Segundo Torrieri et al. (2014), a adicdo de 30% de fermento natural,
juntamente com bactérias acido laticas produtoras de exopolissacarideos (EPS),
teve um efeito positivo sobre o volume do pdo e a textura do miolo. Os péaes
fabricados com 30% de fermento natural apresentaram maior teor de umidade,
melhores propriedades mecanicas durante o armazenamento do que as amostras
elaborados com 20% de fermento natural (TORRIERI et al., 2014). Além disso, 0 uso
de 30% de fermento natural mostrou um efeito protetor sobre o endurecimento do

pao, confirmando, assim, o efeito da concentracdo de fermento e o papel positivo
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dos compostos formados pelas bactérias acido laticas com propriedades funcionais
(GALLE & ARENDT, 2013).

Como relatado por Gocmen et al. (2007), os efeitos de melhoria de um
fermento natural e utilizado para a fermentacédo de paes tipo sourdough bem como
seu desempenho é dependente da temperatura de incubacgéo, do nivel de fermento
natural adicionado e do tempo de fermentacao final.

3.7 Conservacao do pao

Os produtos de padaria, em geral, apresentam um tempo de vida muito curto
e a qualidade desses produtos esta relacionada com o periodo de tempo entre o
cozimento e consumo. Durante o armazenamento, 0 pdo perde a sua qualidade em
fatores como o aumento na dureza do miolo produzindo a perda de aceitacdo do
consumidor conhecido como endurecimento (ARENDT et al., 2007).

O envelhecimento tem sido definido como "um termo que indica a diminuicao
da aceitacdo do consumidor por produtos de padaria causada por mudancas na
estrutura e nas caracteristicas dos produtos diferentes daquelas provenientes da
acao de microrganismos de deterioracao” (ARENDT et al., 2007). O processo geral
de envelhecimento é causado principalmente por dois processos distintos: o efeito
de firmeza causado pela transferéncia de umidade do miolo para a casca e a firmeza
intrinseca do material da parede celular, que esta associada por sua vez a
recristalizacdo do amido durante o armazenamento (CAUVAIN; YOUNG, 2009).

As embalagens com atmosfera modificada, irradiacdo e adicdo de
conservantes estdo entre as ferramentas mais utilizadas para a prevencdo da
deterioracdo no pao (CORSETTI & SETTANNI, 2007). A utilizacdo de fermento
natural representa uma ferramenta natural para melhorar a vida de prateleira de péao,
uma vez que pode impedir que a deterioracdo microbiana e também retardar o
envelhecimento do péo. A acidificacdo € bastante importante para a conservagcao do
pado. O pH do fermento natural (4,5-3,5) pode inibir microrganismos deteriorantes
como Bacillus subtilis ou Clostridium, 0os quais causam o rope, um tipo de esporo
bastante resistente ao calor, que permanece vivo ap0s 0 processo de panificacao.

Um dos mais comuns € o Bacillus subtilis, cujos esporos vivos podem se multiplicar
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rapidamente, sob certas condi¢bes, para produzir o rope. Estas bactérias ndo
causam doencas nos seres humanos, mas propiciam a desintegragdo do miolo
transformando-o em uma massa castanha, gomosa e com odor desagradavel de
decomposicédo (EI-DASH, 1982).

Em relacéo aos bolores, a vida de prateleira dos pées tipo sourdough é maior
do que o de paes fermentados com levedura comercial (WOOD, 1998). Dessa
forma, o uso de fermento natural associado a técnicas de processamento podem

resultar em pées isentos de aditivos quimicos e com maior vida de prateleira.
3.8 Liofilizacao

Liofilizacdo € um processo de estabilizagdo, no qual uma substancia é
previamente congelada e entdo a quantidade de solvente (geralmente agua) é
reduzida, primeiro por sublimacéo e posteriormente por dessorcéo, para valores tais
qgue impecam atividade bioldgica e reacbes quimicas (atividade de agua baixa); e
passam pelos processos de congelamento inicial, secagem primaria e secagem
secundaria (RATTI, 2001). O congelamento deve ser rapido para que se formem
microcristais de gelo, pois ao contrario pode causar rompimento da membrana
celular e consequente perda do liquido citoplasmatico, ocasionando perdas em
gualidade (OLIVEIRA et al., 2012).

A vantagem deste processo sdo as minimas perdas de nutrientes e uma
rapida reidratacdo do produto seco. Por este motivo, mostra-se aplicavel a industria
de alimentos j& que proporciona a obtencao de produtos de alto valor agregado, no
entanto, quanto menores as perdas nutricionais mais onerosos Sao 0s processos de
secagem, sendo a liofilizacdo a melhor operacdo para obter esse resultado
(OLIVEIRA et al., 2012).

A liofilizagdo, que é considerada um dos mais efetivos métodos de
preservacao para a maioria dos microrganismos, consiste na remocéo do vapor de
agua diretamente de amostras congeladas e continuada secagem sob vacuo, até
producdo de material estavel. Embora a liofilizacdo como método de preservagéo de

leveduras promova alta taxa de morte, a viabilidade celular remanescente
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permanece estavel durante o periodo de estocagem (SILVA et al., 1992; COSTA &
FERREIRA, 1991; JAY, 2005).

3.8.1 Trealose

A trealose, um hidrato de carbono de armazenamento conhecido em bactérias
e fungos funciona como protetor aos estresses de congelamento e descongelamento
(MOMOSE et al.,, 2010), preservando a integridade da membrana plasmatica e
estabilizando proteinas (MAHMUD et al., 2009).

A trealose é conhecida por seu papel protetor contra muitos estresses
ambientais (BANDARA et al. de 2009). Este aclUcar parece desempenhar dois
papéis muito importantes relacionados a protecdo dos microrganismos que sdo: a
preservacdo da integridade da membrana através da substituicdo da agua e da
ligacdo com os grupos polares de fosfolipidios e a estabilizacdo de proteinas durante
as injurias causadas na célula, mantendo estavel a conformacdo que a molécula
poderia sofrer durante o de congelamento (MAGAZU et al., 2005).

Originalmente, a trealose, juntamente com o glicogénio, era considerada
substancias de reserva energética para a levedura, porém, recentemente, varios
autores (STRASSER et al., 2009 ;DE GIULIO et al., 2005) sugerem que a trealose
possua funcdo de protecdo para a célula de levedura durante processos de
estresse, tais como altas temperaturas, choque osmotico, efeitos toxicos do etanol e
desidratacéo.

Além de agir protegendo o0s microrganismos em condi¢cdes industriais
estressantes, a trealose foi estudada (TREVISOL et al., 2011) em algumas cepas de
Saccharomyces cerevisiae a fim de verificar se havia algum efeito relacionado com a
producdo de etanol e esses autores observaram que a trealose também causa uma
melhoria na capacidade fermentativa e de conservacgéo destas leveduras

Trealose e sacarose sdo capazes de preservar a estrutura e a funcionalidade
de proteinas isoladas durante a secagem. Esta habilidade de estabilizar as proteinas
resulta da formacédo de ligagbes de hidrogénio com proteinas quando a agua é
removida, prevenindo assim, a sua desnaturacao (LESLIE et. al., 1995).
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Em um trabalho de De Giulio et al. (2005), o efeito de crioprotetores na taxa
de sobrevivéncia de diferentes cepas de bactérias acido laticas apls o0s
procedimentos de congelamento ou liofilizacdo, foi comparado e a partir dos
resultados eles concluiram que o efeito protetor da trealose foi evidente para
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e que a trealose poderia ser facilmente
utilizada tanto para melhorar a viabilidade de culturas como para obter formulagbes
probidticas mais resistentes a uma variedade de condicdes de stress.

O uso de trealose tem se mostrado bastante eficaz em sistemas que utilizam
0 congelamento, pois reduz os danos mecanicos causados nas estruturas celulares
durante a formacdo de cristais de gelo (CROWE et al.,, 1996). Alguns autores
observaram que a presenca destes solutos em agua tem, na verdade, um efeito
sobre a rede de ligacdes do hidrogénio com a agua, reduzindo a quantidade de agua
congelavel a baixas temperaturas (BRANCA, et al., 1999).

A utilizacdo de trealose mostrou ser um potente estabilizador na liofilizacao de
lipossomas e biomacromoléculas considerando a resisténcia contra as alteracfes
causada pela agua absorvida (IZUTSU et al., 2011).

Um numero crescente de publicacdes (SELVA et al., 2013; NERI et al. 2014)
relata sobre a eficicia da trealose na preservacdo de microrganismos sob condicdes
ambientais adversas, tais como temperaturas extremas e processos de secagem.
Embora o mecanismo pelo qual este dissacarideo exerca sua protecao ainda esteja
em discussdo seu uso como estabilizador estd sendo cada vez mais estudado e

aprimorado.
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PRODUCAO E LIOFILIZACAO DE FERMENTO NATURAL
PRODUCTION AND LYOPHILIZATION OF NATURAL YEAST

RESUMO

O fermento natural pode ser produzido de varias maneiras e com uma variedade de
matérias primas. A manutencdo de um fermento natural necessita de cuidados
especiais e a sua utilizacdo, na forma de um fermento natural fresco n&o confere
uma padronizacdo nos produtos fabricados em funcéo das transformacfes durante o
processo. A liofilizacdo ja vem sendo usada para a conservacdo de fermento
biolégico comercial, no entanto essa tecnologia ndo é muito difundida para o
fermento natural. O objetivo desse trabalho foi produzir um fermento natural a partir
de farinha de trigo branca e farinha de trigo integral e avaliar a viabilidade celular
apos a liofilizagdo com diferentes concentracdes de trealose (0, 10 e 15%).
Observou-se um efeito crioprotetor nas amostras de fermento natural liofilizado
contendo 10 (FNL 10) e 15% (FNL 15) de trealose pelas contagens microbiologicas
de bactérias acido laticas (BAL) e de bolores e leveduras (LEV) nos estados fresco (-
3), congelado (-2), liofilizado (0) e durante os 45 dias de armazenamento das

amostras apos o processo de liofilizacao.

Palavras-chave: Fermento natural. Liofilizagéo. Trealose. Viabilidade cellular.

ABSTRACT

The natural yeast can be produced in various ways and with a variety of raw
materials.The maintenance of a natural yeast needs special care, because for the
fermentation to be successful it is necessary that the microorganisms are in ideal
growing conditions to obtain a quality product, but with all these aspects, the use of a
fresh natural yeast does not provide a standardization in the products manufactured
according to the transformation during the process. The lyophilization is already
being used for the conservation of commercial yeast, however this technology is not
widely disseminated to the natural yeast. The aim of this work was to produce a

natural yeast from white wheat flour and whole wheat flour and evaluate the cell
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viability after lyophilization with different concentrations of trehalose (0, 10 and 15%).
It was observed a cryoprotectant effect on the samples of natural yeast lyophilized
containing 10 (FNL 10) and 15% (FNL 15) of trehalose by microbiological counts of
lactic acid bacteria (LAB) and of molds and yeasts (LEV) in fresh state (- 3) frozen (-
2), lyophilized (0) and during the 45 days of storage of the samples after the process
of lyophilization.

Key-words: Natural yeast. Lyophilization. Trehalose. Cellular viability.

INTRODUGCAO

De acordo com o processo de inoculagdo, trés maneiras de producao de
fermento natural podem ser distinguidas (CORSETTI, SETTANNI, 2007; DE VUYST,
NEYSENS, 2005; DE VUYST, VANCANNEYT, 2007; DE VUYST et. al., 2009). A
primeira representa um processo de fermentacdo espontanea de fermento natural
com base em backslopping, ou seja, com a incorporacéo, repetidas vezes, de farinha
e agua mantendo parte da producdo anterior, tradicionalmente realizada a
temperatura ambiente ou em temperaturas mais altas.

Outra forma de producéo de fermento natural é o resultado da adicdo de uma
cultura de arranque, adicionada a mistura de farinha e agua. Em geral, tais
fermentacdes sdo realizadas em temperatura mais elevada do que no processo
backslopping e geralmente duram de um a trés dias (GAGGIANO et al., 2007).

E por fim, a terceira forma de produzir um fermento natural € adicionando uma
cultura de arranque (geralmente uma estirpe de bactéria acido latica) a uma massa
iniciada no formato tradicional (backslopping) evoluindo, conforme as etapas
descritas anteriormente, para uma fermentacdo controlada em laboratério que
podera servir de cultura para a fabricacdo de outros produtos (SIRAGUSA et al.,
2009).

A preocupacdo com a manutencdo desses fermentos iniciou-se
simultaneamente a descoberta dos meios artificiais de cultivo, pois a viabilidade
celular dos microrganismos e a padronizacdo dos produtos sempre foram
consideradas essenciais. Embora a liofilizacdo como método de preservacédo de

leveduras promova alta diminuicéo da viabilidade, a viabilidade celular remanescente
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permanece estavel durante o periodo de estocagem (SILVA et al., 1992; COSTA e
FERREIRA, 1991; JAY, 2005).

A liofilizacdo, uma técnica baseada na remocédo de agua por sublimacéo, &
usada para obter diversos produtos industriais (SANTO et al, 2013). O fermento
biol6gico comercial j& existe na forma instantanea devido ao processo de liofilizagéo.
No entanto, ha poucos estudos na literatura que abordem a liofilizacdo de um
fermento natural para ser aplicado a nivel industrial no preparo de paes. Para tanto a
sobrevivéncia dos microrganismos submetidos ao processo de liofilizacdo deve ser
estudada. Em um estudo recente (SELVA et al., 2013) ou autores relatam sobre a
eficAcia da trealose na preservacdo de microrganismos sob condigcbes ambientais
adversas, tais como temperaturas baixas e processos de secagem.

O presente estudo visa produzir um fermento natural a partir da mistura de
farinha branca e farinha integral de trigo e avaliar a viabilidade celular desse
fermento frente ao processo de liofilizagdo na presenca de um agente crioprotetor, a

trealose.

MATERIAIS E METODOS

Matéria prima

As farinhas utilizadas nesse trabalho foram obtidas pelas empresas Adelino
Antoniazzi Industria Moageira Ltda. (Santa Maria, RS) e Cisbra® (Panambi, RS). A
trealose utilizada no congelamento das amostras de fermento foi fornecido pela
Prozyn® (Sao Paulo, SP). A agua mineral utilizada para o preparo dos fermentos
naturais foi adquirida no comércio local. O extrato de malte foi adquirido pela
empresa Alquimia da Cerveja (Porto Alegre, RS).

As farinhas utilizadas no preparo do fermento natural foram armazenadas em
sacos plasticos, em por¢des individuais, com aproximadamente um quilo cada, e
foram conservadas em freezer (-20°C) a fim de retardar as reacbes enzimaticas e
manter as caracteristicas microbiologicas deste produto durante a realizacdo deste
trabalho. Laudos com especificacdes técnicas sobre a matéria-prima encontram-se

na sec¢éo dos Apéndices.
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Andélises na matéria prima

Foram determinados o extrato etéreo, proteina, cinzas, fibra alimentar (soltvel
e insollvel) e carboidratos dessas farinhas segundo as metodologias do INSTITUTO
ADOLFO LUTZ (2008). Essas andlises foram realizadas nos laboratérios do

Departamento de Tecnologia dos Alimentos da UFSM, em triplicata.

Analise microbiolégica das farinhas de trigo branca e integral

Para a andlise microbiologica das farinhas, vinte e cinco gramas de cada
amostra foi suspensa em 225 mL de agua salina peptonada, homogeneizada em
BagMixer durante 1 minuto e a seguir a diluicdo em série. As contagens de BAL
foram realizadas utilizando agar MRS e as placas foram incubadas anaerobicamente
durante 48 h a 36° C (American Public Health Association, 2001). Para a contagem
de bolores e leveduras foi utilizado o agar batata dextrose acidificado com &cido
tartarico até pH 3,5 (Brasil, 2003). As analises microbioldgicas foram realizadas em

triplicata, e os valores expressos em log UFCg™.

Producéo e propagacéo do fermento natural

A producéo e propagacdo do fermento natural foram adaptadas de algumas
metodologias (Abrahdo, 1999; Suas, 2012; ; Minervini, 2007; Minervini, et al., 2011)

Para tanto, o fermento natural foi preparado a partir de 70g de farinha de trigo
branca (Antoniazzi Ind. Moageira Ltda), 70g de farinha integral de trigo (Farinhas
Integrais CISBRA Ltda.), 3g de extrato de malte (UNIMALT-WC) e 120 ml de agua
declorada para preparar 263g de massa. O fermento natural em elaboracdo foi
colocado em um becker de 1L, esterilizado e incubado por 14 dias (336h) em estufa
bacteriologica (Cienlab), a temperatura de 30°C e adaptada para manter umidade
relativa em torno dos 70% (Moroni et. al., 2011). A partir do 3° dia e a cada 12h, o
fermento foi alimentado retirando-se 150g de massa do lote anterior e a essa porgéao
adicionou-se mais 50g de farinha de trigo branca e 50 ml de agua mineral (Conforme
Apéndice G).
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Liofilizag&o do fermento natural

No 14° dia de alimentacado, o fermento natural fresco (FNF) foi dividido em
trés béquers com 600g de massa. Em cada béquer foi adicionado uma concentracéo
diferente de trealose, assim o tratamento FNF O n&o recebeu trealose (0%), o
tratamento FNF 10 recebeu 60g (10%) e o tratamento FNF 15 recebeu 90g de
trealose (15%). Dessa forma, os tratamentos FNF O, FNF 10 e FNF 15 ficaram,
respectivamente, com 600g, 660g e 690g de conteudo do fermento natural
produzido. Em recipientes esterilizados, com capacidade para 60g
aproximadamente, os tratamentos foram sendo divididos em porc¢des individuais,
contendo de 50 a 60 g de massa. Apdés o preenchimento dos recipientes com o0s
tratamentos do fermento natural, os potes foram lacrados e levados para o
ultrafreezer (Thermo Scientific 900 series, USA) para serem congelados (-80 °C por
24 horas).

A liofilizacdo dos fermentos naturais produzidos foi realizada num liofilizador
LS 3000 (Terroni Equipamentos, Sdo Paulo, Brasil) e a metodologia seguiu a
descrita por Strasser et al. (2009), com adaptacdes. As amostras ficaram 60 horas
no aparelho (vacuo: 0,200-0,300 mmHg e temperatura do condensador: -37 °C).
Apos a liofilizacdo, as amostras de fermento natural foram moidas em moinho
analitico basico (ITASUL) e reservadas paras as demais analises.

Os fermentos naturais liofilizados foram armazenados a temperatura
ambiente, em embalagens metalicas (Tradbor), com sistema de fechamento simples
(em forma de ziper) e foram usadas para as analises e conservados em local seco,
sem odores e ventilado até a ultima analise em cada repeticdo do experimento

(viabilidade monitorada durante 45 dias, com uma periodicidade de 15 dias).

Analises no fermento natural fresco e liofilizado

Andlises fisico-quimicas

No fermento natural fresco, foi analisado pH em potenciémetro Digimed®,

acidez total titulavel (Lacumin et al, 2009) nos dias 1, 4, 6, 8, 10 e 14. Ao final dos 14
dias, a umidade (AOAC, 1995) e a atividade de agua (Aa) foi medida diretamente,
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por meio de um analisador de atividade de agua da marca AqualLab, modelo 4TEV,
a temperatura constante (25 °C).

ApoOs o término do processo de liofilizacdo, o rendimento dos fermentos
naturais liofilizados (sem trealose (FNL 0), com 10% de trealose (FNL 10) e com
15% de trealose (FNL 15) foi calculado através da férmula Pl x R=100 x PF com
base na pesagem dos recipientes contendo as amostras, onde Pl = peso inicial (g),
R = rendimento (%) e PF = peso final (g). A umidade (AOAC, 1995) dos fermentos
naturais liofilizados (FNL O, FNL 10 e FNL 15) e a atividade de agua (Aa) foi medida
diretamente, por meio de um analisador de atividade de agua da marca AqualLab,

modelo 4TEV, a temperatura constante (25 °C).

Analises microbioldgicas

No fermento natural fresco, antes e apos o congelamento e liofilizado foram
realizadas as contagens de bactérias laticas (BAL) (American Public Health
Association, 2001) e de bolores e leveduras (Brasil, 2003) conforme descrito no
item 2.2.

A contagem dos microrganismos no fermento natural fresco sem a adigéo de
trealose e antes de ser lioflizado foi avaliada nos dias 1, 4, 8 e 14 de produgdo. As
demais contagens foram realizadas nos fermentos naturais jA adicionados de
trealose antes e ap0s o congelamento e depois de serem liofilizados, nos dias 0, 15,
30 e 45 dias.

Andalise Estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com medidas
repetidas no tempo. Foram avaliados trés fermentos e seis tempos resultando em 18
tratamentos. Os dados foram submetidos a analise de variancia, e as médias
comparadas pelo teste Tukey considerando o nivel de significancia de 5%. O modelo
matematico adotado foi o seguinte: yji = 1L+ Fi + T; + (F « T); + repk(F)i + €jx . Em que:
y= variaveis dependentes; u= média geral de todas as observacbes; Fi= efeito do
tipo de fermento (i= 1...3); T= efeito dos tempos (j= 1...6); (F - T);= efeito da
intereagéo tipo de fermento * tempo; repy(F)i= erro a (k= 1...4); &= erro aleatorio

residual (erro b). Foi utilizando o software SAS Versdo 9.4 (Statistical Analysis
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Sistema Institute Inc., EUA). As analises microbioldgicas foram realizadas em trés
tipos de fermentos naturais liofilizados (F;)) em seis periodos de tempo (Tj). Os
fermentos naturais liofilizados variaram de acordo com a concentracdo de trealose
adicionada (0% para FNL 0; 10% para FNL 10 e 15% para FNL 15) e os periodos
conforme o estado (-3 para Fresco; -2 para Congelado; 0 para Liofilizado) e também
pelo numero de dias decorridos apds o processo de liofilizacdo (15, 30 e 45 dias). O
estado fresco quer dizer que os fermentos naturais foram analisados apos 14 dias de
fabricacdo, no estado congelado foi imediatamente apds a retirada do ultrafreezer,
no estado liofilizado foi imediatamente apés a retirada do liofilizador e os demais
estados conforme o numero de dias decorridos apds o processo de liofilizacdo. Todo

experimento foi repetido trés vezes com analises em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Andlises na matéria prima

A farinha de trigo branca apresentou uma umidade de 12,37%, cinzas
(0,46%), proteinas (10,52%), fibra bruta (1,16%), extrato etéreo (0,89%) e
carboidratos (74,59%), enquanto que a farinha de trigo integral apresentou para os
mesmos parametros 9,63%, 1,54%, 11,89%, 2,68%, 159% e 72,66%
respectivamente. O teor de umidade das farinhas de trigo branca (12,37%) e de trigo
integral (9,63%) se encontrava dentro do padrao exigido pela legislacdo brasileira
(BRASIL, 1996).

Tabela 1: Contagens de bactérias acido laticas (BAL) e bolores e leveduras (LEV)

nas amostras de farinha de trigo branca e de farinha de trigo integral.

Farinha de trigo Farinha de trigo
branca integral
BAL 2,90% + (0,58) 3,41% +(0,13)
LEV 1,63 + (0,27) 4,25% + (0,08)

ab Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem entre si

estatisticamente na linha (p<0,05) pelo teste de Tukey.
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O resultado das contagens de bactérias acido laticas na farinha de trigo
branca foi de 2,90 log UFC'g™* e de 3,41 log UFC g™ na farinha de trigo integral, ndo
diferindo estatisticamente (p<0,05). A contagem de bolores e leveduras foi de 1,63
log UFC'g* para farinha de trigo branca e 4,25 log UFCg* para farinha de trigo
integral apresentando diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras (Tabela 1).
O presente estudo optou por produzir um fermento natural a partir de farinha integral
devido a caracteristica deste tipo de farinha de conter a microbiota de leveduras em

maior numero que na farinha de trigo branca (Tabela 1).
Analises no fermento natural fresco (FNF)

Grande parte das modificacbes fisico-quimicas em um fermento natural sado
consequéncias dos metabdlitos formados e liberados pelas bactérias &cido laticas e
pelas leveduras (Minervini et. al., 2012; Vrancken et. al., 2011).

Segundo Board (1995), o pH entre 3,9 e 4,5 é o ideal para utilizarmos um
fermento natural como agente fermentativo no pdo. Quando recém alimentado, o
fermento natural possui um pH em torno de 5,5 e, 12 horas depois, seu pH ja esta
préximo a 3,1. Por isto, segundo o autor, o melhor momento para se utilizar o
fermento natural, como meio de cultura para o péo, é 8 horas depois da alimentacéo,

considerando que este esteja acondicionado em temperaturas ao redor de 25-30°C.
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Figura 1: Determinacdo de pH (A) e acidez total titulavel (ATT)(B) no fermento
natural preparado a partir de farinha de trigo branca e farinha de trigo integral

durante 14 dias de armazenamento a temperatura de 30°C.

A Figura 1 (A) mostra a variacdo do pH observada durante o periodo de
elaboracdo do fermento natural que causou uma reducao significativa (p<0,05) do
pH logo nos primeiros quatro dias (5,91-3,74) seguido de uma estabilizacdo a partir
do sexto dia (3,58) de fabricacéo. Considerando os resultados obtidos para o pH ao
longo do periodo de fabricacdo do fermento natural pode-se observar que a partir do
sexto dia ndo houve diferencas estatisticas para esta variavel, apresentando pH de
3,64 no 14° dia de fabricacéao.

A acidez total titulavel (ATT) revelou um comportamento um pouco diferente
do que visualizado com o pH. Observa-se na Figura 1 (B) um aumento crescente e
significativo (p<0,05) ao longo dos primeiros seis dias de fabricagdo com valores
(9.% acido latico) entre 0,274 (1° dia) e 1,250 (6° dia). Do sexto dia até o décimo dia
de fabricacdo houve uma reducéo significativa (p<0,05) seguida de um ligeiro
aumento (p<0,05), apresentando 1,139 g.% &cido latico no 10° dia e 1,233 g.% acido
latico no 14° dia de producéo.

Em um estudo realizado por Vogelmann e Hertel (2011) os valores de pH
durante a produgéo de fermento natural se mantiveram entre 3,8 e 3,9 corroborando
com os resultados apresentados na Figura 1 e os valores de acidez total titulavel

(ATT) aumentaram no decorrer dos dias de producao.
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Segundo Brandt et al., (2004) a quantidade inicial de fermento natural
adicionada na primeira alimentacédo (backslopping) define o pH inicial e, desta forma
influencia as taxas de crescimento das bactérias acido laticas (BAL) . Além disso, as
interacbes entre BAL e leveduras representam um aspecto importante para a
estabilidade da microbiota do fermento natural (Brandt et al., 2004).

Para o crescimento das BAL o pH desempenha um papel importante. Brandt
et al. (2004) mostraram que o Lactobacillus sanfranciscensis ndo pode crescer em
pH abaixo de 3,8 ou 4,0, ao passo que Candida humilis ndo sofre influéncia em pH
baixo (Valmorri et al., 2008).

Segundo apresentado pela Figura 2 houve um aumento significativo (p<0,05)
tanto na contagem de (BAL) como de bolores e leveduras (LEV) durante o periodo
de 14 dias. Observa-se também um acentuado crescimento dos microrganismos nos
primeiros quatro dias de fabricagéo.

Considerando que o pH encontrado ficou proximo ao pH ideal citado por
Board et al., (1995) para ser utilizado na preparacédo dos paes e que o crescimento
dos microrganismos se estabilizou a partir do oitavo dia de fabricacdo, recomenda-
se uma produc¢do mais curta, em vista das contagens microbiolégicas de BAL e LEV
nao apresentarem diferencas estatisticas a partir de oito dias.

Considerando o processo de fabricagdo de fermento natural semelhante ao
do tipo backslopping, as bactérias heterofermentativas sdo as mais envolvidas e a
guantidade de massa fermentada devolvida ao processo bem como o nimero e
intervalo das alimentagcdes podem influenciar a dinamica e a estabilidade da
microbiota do fermento natural (Minervini et. al., 2012; Vrancken et. al., 2011).

Em sistemas de produc&o onde as alimentagdes sao realizadas em intervalos
longos ou até mesmo em fermentacdes sem alimentagBes programadas, as
espécies de bactérias acido laticas, acido-tolerantes sédo beneficiadas. Essas
bactérias sdo altamente adaptadas a um ambiente hostil e pobres em nutrientes, tais
como Lb. fermentum, Lb. plantarum, e Lb. reuteri (Vogelmann, Hertel, 2011). Por
outro lado, as alimentagbes realizadas em intervalos curtos podem ser
desvantajosas para as leveduras, devido ao seu lento crescimento comparado com
as bactérias laticas (Venturi et. al., 2012). Isto pode ser observado neste estudo
(Figura 2), onde resultados para a contagem de LEV apresentaram crescimento
significativo até o 8° dia e ap0s, ndo apresentando diferencas significativas até o 14°

dia, provavelmente devido a producédo de acido latico pelas BAL. Este dado € muito


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002010002923#bib7
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002010002923#bib7
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002010002923#bib7
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002010002923#bib33
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importante no que tange ao periodo mais curto para a fabricagdo do fermento
natural, reduzindo gastos com matéria prima e otimizando o tempo, fatores muito
importantes a serem considerados numa producao industrial.

O fermento natural desenvolvido neste trabalho, a partir da mistura de farinha
de trigo branca e farinha de trigo integral durante o tempo de 14 dias, apresentou, no
14° dia, 9,0 log UFC'g’ de bactérias &cido laticas e uma acidez de 1,233 g.% de
acido latico. Esses resultados corroboram com os dados obtidos por Moroni et al.
(2011), que avaliaram o comportamento de um fermento natural produzido a partir
da farinha de trigo Sarraceno, durante 12 dias e encontraram 9,9 log UFCg* de

bactérias acido laticas e acidez de 1,512 expressa em g.% de acido latico
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Figura 2: Contagem microbiologica de bactérias acido laticas (BAL) e bolores e
leveduras (LEV) do fermento natural preparado a partir de farinha de trigo branca e

farinha de trigo integral durante os 14 dias de fabricacao.

Analises no fermento natural liofilizado

Andlises fisico-quimicas

A umidade e a atividade de agua foram mensuradas (Tabela 2) no fermento
natural fresco (antes de liofilizar) e nos fermentos naturais liofilizados adicionados de
diferentes concentracdes de trealose (FNL O, FNL 10 e FNL 15). Os resultados

mostram que a umidade diminui com a liofilizacdo de 49,78% no fermento natural
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fresco (FNF) para valores de 6,62%, 6,01% e 6,00% nos fermentos naturais
liofilizados FNL O, FNL 10 e FNL 15, respectivamente.

A atividade de agua nos fermentos naturais, apds o processo de liofilizacdo
(Tabela 2), evidenciou um decréscimo acentuado, onde o fermento natural fresco
apresentou Aa igual a 0,989 e os fermentos naturais liofilizados apresentaram a
atividade de &gua entre 0,367 e 0,388, independente da concentracdo de trealose
utilizada. Com isso, observa-se que a adicdo da trealose néo influenciou, tanto no
valor da atividade de a4gua, como da umidade dos fermentos naturais liofilizados,
apresentando médias significativamente semelhantes (p>0,05) em todos o0s

tratamentos.

Tabela 2. Valores da umidade e atividade de agua (Aa) do fermento natural fresco
(FNF) e fermento natural liofilizado com diferentes concentracdes de trealose (FNL
0), (FNL 10) e (FNL 15).

Tipo de fermento UMIDADE (%) ATIVIDADE DE AGUA (Aa)

FNF 49,782 0,9895%
FNL O 6,62° 0,3698°
FNL 10 6,01° 0,3889°
FNL 15 6,00° 0,3676°

2b Mmédias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem entre si estatisticamente (p<0,05) pelo
teste de Tukey. (N° repeticbes: 3). FNF= fermento natural fresco; FNL 0= fermento natural liofilizado
com 0 % de trealose; FNL 10= fermento natural liofilizado com 10 % de trealose; FNL 15= fermento
natural liofilizado com 15 % de trealose;

Apos a liofilizagdo dos fermentos naturais, o rendimento obtido com o FNL O
(sem adicdo de trealose) foi de 49,26 %, de 52,78 % para o FNL 10 (com 10% de
Trealose) e 52,82 % para o FNL 15.

Analises microbiolbgicas

Segundo o modelo matematico yijx = i + Fi + T; + (F « T); + repx(F)i + €k houve
diferenca estatistica (p<0,05) entre os tipos de fermento (F;), entre os tempos (T)) e
também na interacdo tipo de fermento versus tempo (F  T);. Os resultados foram

entdo avaliados através da analise de variancia e pelo teste Tukey a um nivel de
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significancia de 5% para a discusséo dos resultados. Logo, podemos observar na
Tabela 3 os resultados para a contagem de BAL nos fermentos naturais fresco (-3),
congelado (-2) com 0, 10 e 15% de trealose e ap6s 0, 15, 30 e 45 dias do processo

de liofilizacao.

Tabela 3: Viabilidade celular de bactérias acido laticas (BAL) realizadas nos
fermentos naturais no estado fresco, congelado com 0, 10 e 15% de trealose e apés

0, 15, 30 e 45 dias do processo de liofilizagéo.

Estado da amostra FNLO FNL 10 FNL 15
log UFCg™

Fresco 8,827 (+0,20)® 8,802 (£0,14)® 8,995 (+0,09)?
Congelado 8,638 (+0,32)® 8,779 (x0,16)* 8,941 (+0,13)®
Liofilizado 6,775 (+0,49)%" 7,701 (+0,97)* 8,960 (x0,14)
Ap6s 15 dias 6,282 (+0,34)"" 7,114 (+0,96)° 8,441 (+0,57)*
Ap6s 30 dias 6,047 (+0,44)%" 7,027 (+1,15)%% 7,704 (+0,23)"
Ap0s 45 dias 5,943 (+0,43)" 6,439 (+0,53)°"" 7,326 (+0,37)%

" Médias seguidas por letras diferentes na linha e na coluna diferem entre si estatisticamente
(p<0,05) pelo teste de Tukey. (N° de repeticdes: 3)

Para avaliar o efeito da trealose na protecado da microbiota do fermento frente
ao choque provocado pelo frio e pelo tempo de 60h de liofilizacdo, foi observado que
nao houve diferenca significativa nos fermentos naturais no estado fresco e
congelado com 0, 10 e 15% de trealose. Apdés a liofilizagdo, os fermentos
apresentaram uma contagem de BAL diretamente proporcional as concentracdes de
trealose utilizadas, em todos os 45 dias analisados. Os dados também mostram que
guanto maior a concentracédo de trealose (FNL 15) menor é a morte celular devido
ao processo de liofilizagcdo, apresentando este tratamento uma contagem
aproximadamente 2 ciclos log quando comparado com FNL 0 e de aproximadamente
1 ciclo log maior que o FNL 10, evidenciando assim o0 seu efeito crioprotetor sobre a
sobrevivéncia dos microrganismos (Strasser et al., 2009; De Giulio et al., 2005).

Na Tabela 4 a contagem de bolores e leveduras (LEV) em fermentos naturais
fresco (-3), congelado (-2) com 0, 10 e 15% de trealose e apoés 0, 15, 30 e 45 dias do
processo de liofilizacdo, sofre a mesma tendéncia do efeito da trealose observado
na contagem de BAL, porém as reducdes foram bem mais significativas (p<0,05)

para as leveduras no tratamento sem a trealose (FNL 0). A diferenca entre os



64

fermentos naturais liofilizados néo tratados com trealose (FNL 0) e com 10% foi de
aproximadamente de 1 ciclo log e com 15% de trealose (FNL 15), foi maior ou igual

a 2 ciclos log e maior que o observado para as BAL.

Tabela 4: Viabilidade celular de bolores e leveduras (LEV) realizadas nos fermentos
naturais no estado fresco, congelado com 0, 10 e 15% de trealose e ap6s 0, 15, 30 e

45 dias do processo de liofilizacao.

Estado da FNL 0 FNL 10 FNL 15
amostra log UFCg™

Fresco 7,183 (+0,25)? 7,247 (+0,17)? 7,184 (+0,16)?
Congelado 6,164 (+0,81)"° 6,827 (+0,22)® 6,794 (+0,35)®
Liofilizado 4,811 (+1,39)° 6,149 (+0,40)™ 6,751 (+0,48)®
Ap6s 15 dias 3,237 (+0,35)%" 4,936 (+0,41)% 5,636 (+0,36)%
Apés 30 dias 2,767 (x0,43)" 3,823 (+0,62)" 4,816 (+0,13)°
Ap6s 45 dias 2,312 (+0,12)' 3,112 (+0,73)%" 4,286 (+0,20)*

21 Médias seguidas por letras diferentes na linha e na coluna diferem entre si estatisticamente
(p<0,05) pelo teste de Tukey. (N° de repeti¢cbes: 3)

Neste trabalho a viabilidade celular no fermento natural foi monitorada apenas
até 45 dias, pois baseado em alguns testes preliminares de fermentacdo (néo
descritos neste artigo) notou-se que baixas contagens de bolores e leveduras,
aproximadamente 2 log UFCg™?, ndo demonstraram resultados satisfatérios nos
paes fabricados.

Aos 45 dias de armazenamento, os fermentos naturais liofilizados com 15%
de trealose (FNL 15) apresentaram contagem de BAL de 7,33 log UFC'g™ , enquanto
que para as LEV foi de 4,29 log UFCg™.

Vogelmann e Hertel (2011) afirmam que héa varios fatores ecologicos para a
estabilidade e competitividade de associacdes microbianas entre bactérias acido
laticas e leveduras em fermento natural. O trabalho desses autores contribuiu para
uma melhor compreensdao da interagdo de BAL e leveduras em fermentagOes
naturais, facilitando o controle da fermentacédo, a fim de manter a qualidade dos
fermentos produzidos. No entanto, a competitividade entre esses dois tipos de

microrganismos nao € especifica, como mostrado recentemente para algumas cepas
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de Lactobacillus sanfranciscensis e Lactobacillus plantarum (Minervini et al., 2010;

Siragusa et al., 2009) em fermento natural de farinha de trigo.

CONCLUSOES

Neste estudo, pode-se concluir que o uso da farinha de trigo integral para
producdo de fermento natural € uma alternativa viavel, pois esse tipo de matéria
prima concentra um maior numero de microrganismos quando comparada com a
farinha de trigo branca. O fermento natural produzido a partir de farinha de trigo
branca e farinha de trigo integral, no estado fresco e antes de liofilizar apresentou
caracteristicas de pH e acidez total titulavel compativeis com dados previamente
demonstrados na literatura.

Durante o periodo de fabricagcdo do fermento natural houve um aumento
consideravel nas contagens microbioldgicas de bactérias acido laticas bem como de
bolores e leveduras nos primeiros quatro dias e apO0s uma estabilizacdo na
multiplicacdo dos microrganismos dando evidéncias que o processo de fabricacéo
pode ser realizado em um tempo menor, entre 7 a 10 dias, por exemplo.

Pode-se afirmar que a adicdo de 10 e 15% de trealose nos fermentos naturais
promoveu um efeito crioprotetor na viabilidade dos microrganismos sendo
diretamente proporcional a concentracdo de trealose adicionada. Os processos de
congelamento seguido de liofilizacdo causam a morte celular, reduzindo o nimero
de microrganismos presentes no fermento natural. No entanto foi observado que nos
tratamentos contendo a trealose as reducdes foram menores quando comparadas
com o tratamento sem trealose. O fermento natural liofilizado apresentou-se viavel
até os 45 dias de armazenamento.

Dessa forma essa metodologia de producdo de fermento natural a partir da
mistura de farinha de trigo branca e integral, liofilizado, podera servir de amparo as
industrias de panificagdo que vem buscando uma alternativa para padronizar os
paes elaborados por este tipo de fermentacdo. Mais estudos sdo necessarios para a
identificacdo da microbiota, para a fabricacdo de paes e de sua vida util ao longo do

periodo de armazenamento.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002010002923#bib26
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002010002923#bib31
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RESUMO

Este estudo teve por objetivo produzir e avaliar paes sourdough elaborados com
100% de fermento natural liofilizado com diferentes concentra¢cdes de trealose (0, 10
e 15%) por 24 dias apds sua fabricacdo e comparar com pdaes fabricados com
fermento comercial. Os pées foram fabricados com 30% de farinha det trigo integral
e 70% de farinha de trigo branca e armazenados por 24 dias em temperatura
ambiente. Nos péaes foi avaliado pH, ATT, Aa, firmeza e contagens microbiolégicas
de 4 em 4 dias até o 24° dia de armazenamento. O pdo sourdough sofreu uma
pequena variacdo de pH (3,63 — 3,84), de acidez total titulavel (1,224 — 1,439) e de
atividade de agua (0,922 — 0,935) desde o 1° até o 24° dia de armazenamento. No
entanto a firmeza dos paes obtidos pelo método de fermentacéo natural utilizando os
fermentos naturais liofilizados com diferentes concentracbes de trealose foi
fortemente influenciada e apresentou as maiores médias em todo o periodo de
observacéo, diferindo significativamente (p<0,05) dos pées fabricados com fermento
comercial. Embora os paes fabricados com fermento natural liofilizado ndo tenham
sido favoravelmente classificados na avaliagdo sensorial realizada por provadores
treinados, os paes provenientes desses tratamentos mostraram uma forte atividade
antimicrobiana, pois suas contagens microbiolégicas realizadas durante os 24 dias
de armazenamento foram menores que as obtidas com os paes fabricados com
fermento comercial, podendo ser uma alternativa aos conservantes artificiais. Para
melhorar as caracteristicas sensoriais e aumentar a vida de prateleira de péaes
sourdough é preciso pesquisar novas formulacbes e melhorar as técnicas de

producao.

Palavras-chave: sourdough, fermento natural liofilizado, trealose, vida de prateleira.

DESTAQUES

¢ O volume especifico e firmeza dos péaes fabricados foram influenciados pelas
diferentes concentragcbes de trealose utilizadas nos fermentos naturais
liofilizados;

e A utlizagdo de fermento natural liofilizado causa aumento na acidez e

diminuicao do pH nos paes sourdough devido as bactérias acido laticas;
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¢ Durante os 24 dias de armazenamento ocorreu uma estabilizacdo do pH nos
paes fabricados com fermento natural liofilizado;
e Fermento natural liofilizado com diferentes concentracdes de trealose inibe o

crescimento microbiano por 24 dias em pées sourdough;

ABSTRACT

This study aimed to manufacture and study and evaluate the type of sourdough
breads elaborated with 100% natural lyophilized yeast in different concentrations of
trehalose for 24 days after its manufacture as compared with a treatment using
commercial yeast. The breads were made with 30% of whole wheat flour and 70% of
white wheat flour and stored for 24 days at room temperature. In the breads was
evaluated pH, ATT, Aa, firmness and microbiological counts every 4 days until the
24th day of storage. The sourdough bread suffered a slight variation of pH (3.63 to
3.84), titratable total acidity (1.224 to 1.439) and of water activity (0.922 - 0.935) from
the 1st to the 24th day of storage. However the firmness of bread obtained by the
method of natural fermentation using lyophilized natural yeasts with different
concentrations of trehalose was strongly influenced and showed the highest
averages for the whole period of observation, differing significantly (p <0.05) of the
control treatment. Although treatments using lyophilized natural yeast have not been
ranked favorably in sensory evaluation performed by trained tasters, the breads from
these treatments showed strong antimicrobial activity, because their microbiological
counts during the 24 days of storage showed lower than those obtained with the
treatment using commercial yeast, being able to be an alternative to artificial
chemical additives.To improve sensory characteristics and increase the shelf life of
sourdough breads type you need to research new formulations and improve the

production techniques.

Keywords: sourdough, lyophilized natural yeast, trehalose, shelf life.

HIGHLIGHTS

* The specific volume and firmness of breads produced were influenced by different
concentrations of trehalose used in lyophilized natural yeasts;
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» The use of lyophilized natural yeast causes an increase in acidity and pH decrease
in sourdough breads because of the lactic acid bacteria;

* During the 24 days of storage, there was a stabilization of pH in breads made with
natural yeast lyophilized,;

* Natural yeast lyophilized with different concentrations of trehalose inhibits microbial

growth for 24 days in sourdough breads;

INTRODUCAO

A origem da panificacdo data de milhares de anos antes de Cristo. Muitos
dizem que foram os Egipcios os primeiros a assar paes com textura fina, que
também descobriram que o acréscimo do fermento a massa o tornava mais leve e
macio (Moura, 2002).

Segundo BRASIL (2000), o pao é definido como um produto obtido pela
coccdo, em condicBes tecnologicamente adequadas, com farinha de trigo e/ou
outras farinhas que contenham naturalmente proteinas formadoras de gluten ou que
sejam adicionadas destas proteinas, podendo conter outros ingredientes. O mercado
da panificacdo vive em constante tranformacdo e uma das possiveis causas disso é
a exigéncia dos consumidores que estado buscando mais que um simples alimento. A
inovacdo em produtos integrais, com fibras, sem acucar, isentos de aditivos e com
alto padrédo de qualidade precisa ser superada a cada dia pelas empresas deste
ramo para se manterem competitivas no mercado. Existe uma variedade muito
grande de paes a comecar pelos ricos em fibras ou em graos integrais. Para dietas
restritas, surgem os paes sem glaten, sem lactose e isentos de acucar. H& também
os pées fermentados naturalmente, ou convenientemente chamados de sourdough e
sua producdo pode ser rastreada desde os tempos antigos por apresentarem um
sabor levemente mais acido do que os demais.

Os paes fermentados naturalmente sdo elaborados pelo método da
fermentacao indireta ou esponja (Suas, 2012). Nesse tipo de fermentacao, primeiro
parte dos ingredientes sdo misturados (12 mistura) e deixados fermentar (primeira
fermentacdo) sob condi¢cdes controladas para depois incorporar o restante dos
ingredientes (22 mistura) e proceder com as demais etapas até a fermentacao final.

Os paes sourdough sao caracterizados por apresentar um sabor Unico, por

inibirem o desenvolvimento de contaminantes além de possuir propriedades
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tecnoldgicas favoraveis (Clarke & Arendt, 2005; Hammes & Ganzle, 1997;
Salovaara, 1998).

Um fermento natural para fabricacdo de p&o tipo sourdough consiste,
geralmente, em uma mistura composta por farinha de trigo branca e agua, sendo
fermentada por leveduras e bactérias 4cido laticas (BAL) (Corsetti & Settanni, 2007;
De Vuyst & Neysens, 2005; De Vuyst & Vancanneyt, 2007; De Vuyst et al., 2009). As
bactérias &cido laticas (BAL) estdo envolvidas no desenvolvimento das
caracteristicas sensoriais de massa fermentada por fermento natural. Varios
produtos gerados durante a fermentacéo por leveduras também contribuem para a
melhoria da complexidade organoléptica das massas resultantes de fermentacéo
natural (Valmorri et. al., 2010).

A demanda crescente dos consumidores para a reducdo do uso de aditivos
que podem diminuir os atributos saudaveis de alimentos levou a um interesse
crescente em relacdo as tecnologias naturais e entre essas abordagens, o uso de
fermento natural pode ser uma alternativa, de baixo custo e com tecnologia eficiente
para a producdo de pédes especiais (Moroni et al., 2009). A liofilizacdo de um
fermento natural gera maior praticidade, reduz tempo de elaboracéo e proporciona
uma padronizacéo dos produtos.

Portanto, este estudo teve por objetivo produzir paes com fermento comercial
e paes sourdough com fermento natural liofilizado e avaliar suas caracteristicas

fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais.

MATERIAIS E METODOS

Os pées foram fabricados no laboratorio de panificagdo na Universidade de
Passo Fundo (UPF, Passo Fundo, RS), localizado no Departamento de Engenharia
de Alimentos. A avaliagdo sensorial dos pées foi realizada no laboratério de analise
sensorial no Departamento de Engenharia de Alimentos, na Universidade de Passo
Fundo. As andlises fisico-quimicas e microbiolégicas foram realizadas nos
laboratorios do Departamento de Tecnhologia dos Alimentos, da Universidade Federal
de Santa Maria (UFSM, RS).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002010002789#bib21
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Fabricac&o dos pées sourdough

Os fermentos naturais liofilizados utilizados para a fabricacdo dos péaes tipo
sourdough foram produzidos a partir da mistura da farinha de trigo branca e integral,
e adicionados de diferentes concentracdes de trealose (0, 10 e 15%) conforme a
metodologia descrita por Stefanello et al., (2014) demonstrada em forma de
fluxograma no Apéndice A. Laudos com especificacfes técnicas sobre a matéria-
prima encontram-se na secao dos Apéndices. Antes da fabricacdo dos péaes, os
fermentos naturais liofilizados (FNL O, FNL 10 e FNL 15) foram hidratados e
incubados por aproximadamente 24 horas para obterem condi¢cfes ideais para a sua
utilizacdo como agente fermentador dos paes.

A fabricacdo dos pées foi feita através do método de fermentacao indireta,

sendo assim, a esponja utilizada na fabricagcdo dos paes tipo sourdough foi feita a
base de farinha de trigo branca, &gua (em torno de 60%) e fermento natural liofilizado
(FNL O, FNL 10 e FNL 15). De forma semelhante também foi preparada uma esponja
para o tratamento comercial utilizando a mesma propor¢do dos ingredientes citados
acima, no entanto foi utilizado fermento comercial liofilizado (fermento biologico
Fleischmann®). A esponja somente foi incorporada a massa final depois de atingir a
plena maturacdo, ou seja, quando apresentou a presenca de varias bolhas na
superficie (28h com os fermentos naturais liofilizados e 1h com o fermento comercial

liofilizado). Apds foram adicionados os restantes dos ingredientes conforme Tabela 1.

Tabela 1: Formulacéo utilizada para a produgéo de paes com fermento natural
liofilizado e fermento comercial.

Ingredientes Peso (9) %
Farinha de trigo branca 1750 70
Farinha de trigo integral 750 30
Agua® - -
Fermento? 62,5 2,5
Sal 31,25 1,25
Acucar 1125 4.5
Gordura de palma 46,25 1,85

Variou conforme a absorcéo da mistura.’Refere-se tanto ao fermento natural liofilizado
como o fermento comercial.

Os péaes sourdough (FNL O; FNL 10; FNL 15) e os paes controle (FC) foram

elaborados seguindo a metodologia proposta por Gutkoski e Neto (2002) adaptada
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para este experimento. Para a elaboracdo da esponja, partes dos ingredientes foram
misturados e mantidos em ambiente com temperatura controlada a 30°C e umidade
relativa de 70% por 1h (no tratamento comercial) e 28h (para os tratamentos FNL O;
FNL 10; FNL 15). Apés a 12 fermentacédo, o restante dos ingredientes foi misturado
em amassadeira (Kitchen Aid, modelo K5SS) por 2 minutos, em velocidade lenta e
por 7 minutos em velocidade répida para o desenvolvimento do glaten.
Imediatamente ap6s a mistura, as massas foram divididas em por¢cbes de 130g
(x1g), modeladas, colocadas em formas de aco inoxidavel 10 x 6,5 x 4,5 cm e
deixadas fermentar (fermentacao final) em ambiente controlado (30°C/70% UR) até
dobrarem de tamanho (2h, 15h, 14h e 13h para FC, FNL O, FNL 10 e FNL 15,
respectivamente). Os pées foram assados (190°C por 30 minutos) e apdés resfriar em
temperatura ambiente, embalados em sacos de polietileno para minimizar a troca de

umidade e armazenados a temperatura ambiente durante 24 dias.

Analises microbiolbgicas

De acordo com os padrées microbiolégicos estabelecidos para paes BRASIL
(2001), os diferentes tratamentos foram submetidos as analises de Coliformes a
45°C pelo método oficial n°® 966.24 da AOAC (2000), Estafilococos coagulase
positiva segundo o método n° 975.55 da AOAC (2000), Bacillus cereus conforme
metodologia descrita em BRASIL (2003), Clostridium sulfito redutor a 46°C
(Apha,2001) e Salmonella sp. de acordo com o0 método n°® 967.26 da AOAC (2000).
Todas as analises foram realizadas em triplicata, 1 hora e meia apos o resfriamento
dos pées, para o dia 0 de armazenamento.

A fim de enumerar a quantidade de microrganismos presente nos fermentos
antes de sua utilizacdo na fabricacdo dos paes, foi realizada uma contagem de
bolores e leveduras no fermento comercial (fermento biologico Fleischmann®) e
também nos fermentos naturais liofilizados com diferentes concentracdes de trealose
segundo BRASIL (2003).

Para avaliar a vida de prateleira foram realizadas as contagens de
microrganismos aerobios mesofilos e de bolores e leveduras nos pées utilizando
fermento comercial e fermento natural liofilizado, com diferentes concentracdes de
trealose, segundo BRASIL (2003). As andlises microbioldgicas foram realizadas logo

apos o resfriamento nos paes, dia 0 e nos dias 4, 8, 12, 16, 20 e 24 dias de
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armazenamento. As analises foram realizadas em triplicata, e 0os valores expressos

em log UFCg™.

Andlises fisico-quimicas

Os pées fabricados com fermento comercial (FC) e com os fermentos naturais
liofilizados (FNL O; FNL 10; FNL 15) foram analisados quanto ao volume especifico,
firmeza, pH, acidez total titulavel (ATT) e atividade de agua. As analises de volume
especifico foram realizadas em triplicata, 1 hora e meia ap6s o resfriamento dos
paes. As analises de firmeza, pH, ATT e atividade de agua foram realizadas em
triplicata, 1 hora e meia apos o resfriamento dos paes e nos dias 4, 8, 12, 16, 20 e
24.

O volume especifico dos pées fabricados com fermento comercial e com
fermento natural liofilizado foi determinado pelo método de deslocamento de
sementes de paingo (Panicum miliaceum L.) e os resultados foram expressos em
cm®.g™ (Hallen et al., 2004).

A firmeza foi analisada nos paes elaborados, previamente cortados com um
fatiador elétrico, em fatias de 1,25 cm de espessura cada (foram utilizadas as fatias
do meio), através da metodologia descrita no método 74-09 da AACC (1995).
Utilizou-se um texturdmetro TA-XT2, com uma probe cilindrica de aluminio
designada P/36R (com raio de 36 mm) e com 0s seguintes parametros: velocidade
pré-teste = 1,0 mm.s; velocidade de teste = 1,7 mm.s™; velocidade de pés-teste =
10,0 mm.s* e forca de compressao de 40%.

Foi analisado o pH em potencibmetro Digimed®. A acidez total titulavel (ATT)
pelo método oficial n® 962.19 da AOAC (2000) e a atividade de 4gua (Aa) foi medida
diretamente, por meio de um analisador Aqualab, modelo 4TEV, a temperatura
constante (25° C). Para todas as analises realizadas foi usado 3 repeticdes.

Avaliacéo sensorial

Os testes sensoriais foram realizados em sala com cabines individuais, nas
dependéncias do laboratério de andlise sensorial do Departamento de Engenharia
de Alimentos da Universidade de Passo Fundo (Passo Fundo, RS) com 4

provadores treinados, sendo eles técnicos do Laboratorio de Cereais, habilitados a
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realizar o teste por meio de cursos de analise sensorial de avaliacdo das
caracteristicas de produtos de panificacdo, seguindo a planilha disponivel no
Apéndice C.

As caracteristicas externas avaliadas foram: volume especifico, cor da crosta,
quebra e simetria, enquanto que as internas foram: caracteristicas da crosta, cor do
miolo, estrutura do miolo e textura do miolo. O sabor e o aroma dos péaes sourdough
produzidos a partir de fermentos naturais liofilizados (FNL O; FNL 10; FNL 15) e os
paes produzidos com fermento comercial (FC) também foram analisados apos 4 h
do assamento.

A andlise sensorial realizada pelos provadores treinados foi avaliada pelas
notas obtidas segundo classificacdo de El-Dash et al. (1978): ruim (até 79 pontos),
razoavel (de 80 a 84), bom ( de 85 a 93) e excelente (de 94 a 100 pontos). A
avaliacao global dos paes variou entre 64,44 a 87,10.

Estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com medidas
repetidas no tempo. Foram avaliados trés fermentos (FNL O, FNL 10 e FNL15) e um
tratamento controle (FC) em seis tempos resultando em 24 tratamentos. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia e teste F, e quando observada diferenca
significativa, foram comparadas as médias pelo teste Tukey, considerando o nivel de
significancia de 5%. O modelo matematico adotado foi o seguinte: yjx = 1 + Fi+ T; +
(F * T)j + repk(F) + i . Em que: y= variaveis dependentes; p= média geral de todas
as observacoes,; Fi= efeito do tipo de fermento (i= 1...4); T= efeito dos tempos (j=
1...6); (F * T);= efeito da interagéo tipo de fermento * tempo; repk(F)i= erro a (k=
1...4); €j%= erro aleatorio residual (erro b). Foi utilizando o software SAS Verséo 9.4
(Statistical Analysis Sistema Institute Inc., EUA). As analises microbiologicas foram
realizadas em quatro tipos de fermentos (F;) em seis periodos de tempo (Tj). Os
fermentos naturais liofilizados variaram de acordo com a concentragédo de trealose
adicionada (0% para FNL 0; 10% para FNL 10 e 15% para FNL 15) e os periodos

conforme o decorrer dos dias variando a coleta de 4 em 4 dias.
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Comité de ética e pesquisa

Esta pesquisa foi aprovada em seus aspectos éticos e metodologicos no
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Santa Maria - RS,
reconhecido pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa/Ministério da Satde, em
18/07/2013 através do Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo Etica (CAAE)
ndmero 16936413.6.0000.5346.

RESULTADOS

Analises microbiolbgicas

A contagem de Coliformes a 45°C, Staphylococcus coagulase positiva,
Bacillus cereus, Clostridium sulfitoredutor a 46°C e Salmonella sp dos paes
produzidos com fermento natural liofilizado (FNL) com diferentes concentracdes de
trealose e fermento comercial (FC) se encontra na Tabela 2.

A partir dos dados observados na Tabela 2 pode-se afirmar que os paes
produzidos com fermento natural liofilizado em diferentes concentracdes de trealose
bem como os paes fabricados com fermento comercial apresentaram caracteristicas
microbiolégicas adequadas, conforme a legislacdo brasileira para pées (BRASIL,
2001).

Antes da aplicacdo dos fermentos na producédo dos péaes foi determinada a
contagem de bolores e leveduras com o objetivo de enumerar a quantidade e
viabilidade dos microrganismos. Pode-se observar, na Tabela 3, que a contagem de
bolores e leveduras foi significativamente maior (p<0,05) no fermento comercial
(fermento biolégico Fleischmann®), apresentando um valor de 7,90 log UFC.g*,
enquanto que nos fermentos naturais liofilizados as contagens foram
estatisticamente menores, porém o efeito da trealose na conservagdo dos
microrganismos foi destacada, apresentando maiores contagens proporcional a

maior concentracdo de trealose.
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Tabela 2. Contagem de Coliformes a 45°C, Staphylococcus coagulase positiva,
Bacillus cereus, Clostridium sulfitoredutor a 46°C e Salmonella sp realizadas em
paes produzidos com fermento natural liofilizado (FNL) com diferentes

concentracOes de trealose e fermento comercial (FC), logo apoés a fabricacéo.

Analises FC FNLO FNL10 FNL15  Padroes
microbiolbgicos
Coliformes a 45°C (NMP/qg) <3,0 <3,0 <30 <3,0 10 NMP/g (méx)
Staphylococcus Coagulase 1 1 1 1 2 .
Positiva (UFC/g) <1,0x10°0 <1,0x100 <1,0x100 <1,0x10° 5x10° UFC/g (méx)
Salmonella sp/25¢g Ausente Ausente Ausente Ausente Auséncia em 25¢g

Clost. ([Q’J:J:'E/g)ed“tor <1,0x10° <1,0x10' <1,0x10' <1,0x10" 5x10? UFC/g (max)

Bacillus cereus (UFC/g) < 1,0x10° <1,0x10° <1,0x10° <1,0x10° 5x10° UFC/g (max)

*significa: valor estimado. FC: fermento comercial; FNL O: fermento natural liofilizado sem trealose;
FNL 10: fermento natural liofilizado com 10% de trealose; FNL 15: fermento natural liofilizado com
15% de trealose. NMP: numero mais provavel. UFC: unidades formadoras de colbnias.

Tabela 3: Contagem de bolores e leveduras no fermento comercial e nos fermentos

naturais liofilizados, com diferentes concentracfes de trealose, antes da fabricacao
dos péaes.

Bolores e leveduras

Amostra 1
(log UFCqg™)

FC 7,90 (+0,02)®
FNL 0 4,84 (+0,04)°
FNL 10 6,12 (+0,03)°
FNL 15 6,40 (+1,18)°

ab Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si estatisticamente na coluna (p<0,05) pelo
teste de Tukey. FNL O: fermento natural liofilizado sem trealose; FNL 10: fermento natural liofilizado
com 10% de trealose; FNL 15: fermento natural liofilizado com 15% de trealose.
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A Figura 1 apresenta as contagens de microrganismos aerébios mesofilos
realizadas nos paes produzidos com fermento natural liofilizado, com diferentes
concentracbes de trealose, e com fermento comercial durante 24 dias de
armazenamento. A contagem no pao comercial obteve os maiores valores de log
UFCg™ (p<0,05) em todo o periodo analisado, apresentando uma contagem no 24°
igual a 5,77 log UFC'g™*. Os péaes fabricados com fermento natural liofilizado, com
diferentes concentracfes de trealose, ndo diferiram estatisticamente (p<0,05) entre
si, inibindo a multiplicacdo de bolores e leveduras durante todo o periodo analisado
(24 dias) e apresentaram diferenga significativa dos paes fabricados com fermento

comercial.

Aerobios Mesofilos

55 - ——Comercial
51 —FNLO
o 4 - FNL 10
—FNL 15

=N ——

0 4 8 12 16 20 24
Vida de prateleira

FNL 0O: fermento natural liofilizado sem trealose; FNL 10: fermento natural liofilizado com 10% de
trealose; FNL 15: fermento natural liofilizado com 15% de trealose.

Figura 1. Contagens de microrganismos aerobios mesdfilos realizadas nos péaes
produzidos com fermento natural liofilizado, com diferentes concentragbes de

trealose, e com fermento comercial durante 24 dias de armazenamento.

As contagens de bolores e leveduras (Figura 2) dos péaes produzidos com
fermento comercial e fermento natural liofilizado, com diferentes concentragbes de
trealose, mostram que o tratamento comercial apresentou as maiores médias durante
os 24 dias de armazenamento, atingindo contagens de 6,18 log UFC'g™. Todavia os

tratamentos utilizando os fermentos naturais liofilizados com diferentes concentragdes
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de trealose apresentaram médias muito baixas (0,000 — 2,103 log UFCg™) durante os
24 dias analisados.

Bolores e Leveduras
— Comercial
7 -
——FNLO
6 -
FNL 10
- ——FNL 15
[=)]
G4
5
%2 |
o
2 -
14 —
O T T T T T T 1
0 4 8 12 16 20 24
Vida de prateleira

FNL 0: fermento natural liofilizado sem trealose; FNL 10: fermento natural liofilizado com 10% de
trealose; FNL 15: fermento natural liofilizado com 15% de trealose. BL: bolores e leveduras

Figura 2. Contagens de bolores e leveduras realizadas nos pées produzidos com
fermento natural liofilizado, com diferentes concentracbes de trealose, e com

fermento comercial durante 24 dias de armazenamento.

Analises fisico-quimicas

Analisando os resultados de volume especifico obtidos neste trabalho,
podemos observar na Figura 3, que os paes produzidos com fermento comercial
apresentaram o volume especifico significativamente (p<0,05) maior que o0s paes
fabricados com fermento natural liofilizado, com diferentes concentracbes de
trealose. Entre os paes produzidos com fermento natural liofilizado, com diferentes

concentragdes de trealose, ndo houve diferencga significativa.
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ab) etras diferentes diferem entre si estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Tukey. FNL O: fermento
natural liofilizado sem trealose; FNL 10: fermento natural liofilizado com 10% de trealose; FNL 15:
fermento natural liofilizado ‘com 15% de trealose. FC: fermento comercial.

Figura 3. Efeito do fermento comercial e do fermento natural liofilizado, com

diferentes concentracfes de trealose, sobre o volume especifico de paes.

A Tabela 4 mostra os resultados das analises da firmeza dos paes produzidos
com fermento comercial e com fermento natural liofiizado em diferentes
concentracbes de trealose, realizada nos dias 0, 4, 8, 12, 16, 20 e 24 apls
fabricacéo.

Tabela 4. Firmeza das fatias de paes produzidos com fermento comercial e com
fermento natural liofilizado produzido com diferentes concentracdes de trealose,

avaliadas nos dias 0, 4, 8, 12, 16, 20 e 24 apos fabricagao.

COMERCIAL FNL O FNL 10 FNL 15

0 622,71 + (234,36)" 991,38 + (229,30)* 920,08 + (231,17)* 937,64 + (303,82)®
4 2343,80 + (243,10)° 6466,81 + (1297,84) 6689,17 + (1566,42)*  5729,33 + (2001,75)°
3.140,60 + (774,97)° 7.874,69 + (330,73)* 8.967,02 + (1597,52)*  6.675,41 + (1304,89)"
12 3212,08 +(768,16)° 9171,52 + (877,43)*>  9455,09 + (1106,74)  7881,17 + (1866,03)°
16  2.678,09 * (221,62)° 8.584,55 + (442,42)* 10.124,06 + (1635,64)* 10.401,75 + (288,36)"
20  4816,32 +(752,69)° 10724,16 + (421,40)° 1475531 + (2436,48)* 11352,31 * (1118,22)°
24 3887,15+ (155,61)° 12664,07 + (360,72)° 14229,96 + (736,31)°  12945,04 + (808,32)"

2P¢Médias seguidas por letras diferentes na linha diferem entre si estatisticamente (p<0,05) pelo teste

de Tukey. FNL 0: fermento natural liofilizado sem trealose; FNL 10: fermento natural liofilizado com
10% de trealose; FNL 15: fermento natural liofilizado com 15% de trealose.
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Analisando a varidvel firmeza, os paes fabricados com fermento comercial
apresentaram 0S menores valores em todos os dias analisados, diferindo
estatisticamente (p<0,05) dos péaes fabricados com fermento natural liofilizado, com
diferentes concentracfes de trealose. Nos dias 20 e 24, os pées fabricados com o
fermento natural com 10% de trealose (FNL 10) apresentaram diferenca estatistica
(p<0,05) comparado com 0s outros paes, apresentando a maior média.

A Figura 4 apresenta os resultados do pH e da acidez total titulavel (ATT) dos
paes fabricados com fermento comercial e com fermento natural liofilizado, com
diferentes concentracdes de trealose, durante 24 dias de armazenamento. Detalhes
sdo apresentados no Apéndice J. Observa-se na Figura 4 (A) que 0s paes
fabricados com fermento comercial diferiram dos demais durante todo o periodo de
armazenamento, apresentando uma variacdo de pH entre 5,13 e 5,77. Os paes
fabricados com fermento natural liofilizado (FNL O, FNL 10, FNL 15) n&o diferiram
entre si, e variaram de 3,64 a 3,84. Também foi observada certa estabilidade no pH
a partir do 4° dia até o 20° dia nos paes fabricados com fermento natural liofilizado,

com diferentes concentracdes de trealose.
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FNL 0: fermento natural liofilizado sem trealose; FNL 10: fermento natural liofilizado com 10% de
trealose; FNL 15: fermento natural liofilizado com 15% de trealose. ATT: acidez total titulavel.

Figura 4. Valores de pH (A) e acidez total titulavel (B) dos péaes fabricados com
fermento comercial e fermento natural liofilizado com diferentes concentracdes de

trealose nos dias 0, 4, 8, 12, 16, 20 e 24 apos fabricacao.

Os pées também foram monitorados com relacdo a sua acidez total titulavel
(ATT) durante 24 dias (Figura 4-B) e os resultados obtidos mostraram que os valores

da ATT para os paes fabricados com fermento comercial ficaram entre 0,315 e 0,426
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g % de acido latico e os pées fabricados com fermento natural liofilizado obtiveram
valores entre 1,302 — 1,439; 1,267 — 1,462; e 1,224 — 1,361 g.% de acido latico para
FNL O; FNL 10 e FNL 15, respectivamente.

Na Tabela 5 estdo representados os resultados da atividade de agua (Aa) dos
tratamentos com fermento comercial e com fermento natural liofilizado com
diferentes concentracdes de trealose (FNL O; FNL10; FNL 15). Observa-se que, em
geral, houve diferenca significativa (p<0,05) entre alguns paes fabricados com
fermento natural liofiizado em diferentes concentracbes de trealose, que
apresentaram atividade de agua entre 0,92 e 0,94 e os paes elaborados com
fermento comercial, que a atividade de agua variou entre 0,93 e 0,94. Entretanto,

essa diferenca estatistica ndo € considerada relevante no produto final.

Tabela 5. Atividade de agua (Aa) dos paes fabricados com fermento comercial e
fermento natural liofilizado com diferentes concentracdes de trealose nos dias 0, 4,
8, 12, 16, 20 e 24 apos fabricacao.

COMERCIAL FNL O FNL 10 FNL 15

0 0,93 +(0,008)* 0,93 + (0,005)* 0,93+ (0,004)* 0,93 + (0,002)
4 0,93 + (0,005)* 0,93 + (0,003)® 0,92 + (0,008)° 0,93 + (0,003)*
8 0,94 +(0,001)®> 0,93+ (0,001)° 0,93+ (0,004)® 0,93+ (0,001)%°
12 0,93+ (0,001)* 0,93+ (0,002)® 0,93+ (0,002)® 0,93 + (0,001)?
16 0,94 + (0,005)% 0,93 + (0,001)° 0,93+ (0,001)° 0,93+ (0,002)%
20 0,93 +(0,001)* 0,93+ (0,002)° 0,93 +(0,002)* 0,92+ (0,01)*
24 0,94 + (0,001)* 0,93+ (0,002)®® 0,92+ (0,006)° 0,93+ (0,001)™

abe Mmédias seguidas por letras diferentes diferem entre si estatisticamente (p<0,05) na linha pelo teste

de Tukey na linha. FNL 0O: fermento natural liofilizado sem trealose; FNL 10: fermento natural
liofilizado com 10% de trealose; FNL 15: fermento natural liofilizado com 15% de trealose.

Anélise sensorial

As caracteristicas externas, internas, aroma e sabor e avalicdo global dos
paes elaborados com fermento comercial e fermento natural liofilizado, com
diferentes concentracdes de trealose, encontra-se na Tabela 6. Observa-se que a
maior nota foi a dos paes elaborados com fermento comercial, seguido pelos paes
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produzidos com maior concentracdo de trealose (FNL15). Verificou-se um efeito
diretamente proporcional a quantidade de trealose adicionada aos fermentos
naturais liofilizados na avaliacao global dos paes elaborados.

Os pées elaborados com fermento natural liofilizado com 15% de trealose
(FNL 15) apenas diferiram, estatisticamente (p<0,05), dos paes fabricados com
fermento comercial em questéo de volume especifico, caracteristica da crosta e na
avaliacao global, obtendo a nota de 80,42. Os paes produzidos com 0 (FNL 0) e
com 10% de trealose (FNL 10) diferiram significativamente (p<0,05) dos péaes
fabricados com fermento comercial em praticamente todos os atributos de avaliados,

apresentando notas da avaliagédo global de 64,44 e 72,24 pontos, respectivamente.
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Figura 5. Aparéncia dos paes fabricados com fermento comercial e fermento natural
liofiizado em diferentes concentragcbes de trealose. FNL O0O: fermento natural
liofilizado sem trealose. FNL 10: femento natural liofilizado com 10% de trealose.

FNL 15: femento natural liofilizado com 15% de trealose.

A Figura 5 mostra a aparéncia dos pées fabricados com fermento comercial e
fermento natural liofilizado em diferentes concentracbes de trealose corroborando

com os resultados da Tabela 6.
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Tabela 6. Caracteristicas externas, internas, aroma e gosto e avalicdo global dos
paes elaborados com fermento comercial e fermento natural liofilizado, com

diferentes concentracdes de trealose.

Caracteristicas Pontuacédo Paes
1.Externas (maximo) FC FNL O FNL 10 FNL 15
Volume (cm®.g™) 20 11,35°+0 7,19°+0 7,99°+0 8,92°+0
Cor da crosta 10 9,00% + 0 7,75°+0,29 8,25 +0550 8,75 +0,50
Quebra 5 4,13%+ 0,25 1,00°+ 0 3,00°+0 4,00°+0
Simetria 5 4,63*+0,48 3,50°+0,58 4,00 + 0 4,25% + 0,50
2.Internas
Caract. Crosta 5 5,00°+0 2,00°+0 2,25°+ 0,50 3,50° + 1,00
Cor do miolo* 10 10,00 10,00 10,00 10,00
Estrut. do miolo® 10 10,00 10,00 10,00 10,00
Textura do miolo 10 8,50 + 1,00 6,00° + 0 7,00°+0,82 8,25+ 0,50
3.Aroma e Gosto
Aroma 10 10,00%+ 0 7,75°+ 0,50 8,50° + 0,58 10,00%+ 0
Gosto 15 14,50+ 0,58 9,25°+1,50 11,25°+1,71 12,75 +0,50
Avaliacéo Global 100 87,10°+0,96 64,44°+260 72,24°+222 80,42°+1,73

2--\védias seguidas por letras diferentes na horizontal diferem entre si estatisticamente (p<0,05) na

linha pelo teste de Tukey. FNL 0O: fermento natural liofilizado sem trealose; FNL 10: fermento natural
liofilizado com 10% de trealose; FNL 15: fermento natural liofilizado com 15% de trealose.

Observa-se na Figura 5 as diferencas significativas (p<0,05) apontadas para o
volume especifico, simetria e caracteristicas da crosta (Tabela 6). Os paes
elaborados com fermento natural liofilizado mostraram um aumento crescente de
volume especifico diretamente proporcional a concentracdo de trealose adicionada
(0, 10 e 15%).

A Figura 6 demonstra as alteracdes causadas por bolores e leveduras nos
paes fabricados com fermento comercial e fermento natural liofilizado, com
diferentes concentracdes de trealose, embalados fatiados em filme plastico apos 24
dias de armazenamento a temperatura ambiente. Verifica-se (Figura 6) que os paes
fabricados com fermento natural liofilizado ndo sofreram alteragfes visiveis em 24
dias avaliados enquanto que nos paes elaborados com fermento comercial essas

alteracdes foram visiveis indicando uma alta multiplicacéo de bolores e leveduras.
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FN 0O: fermento natural liofiizado sem trealose. FN 10: fermento natural liofiizado com 10% de
trealose. FN 15: fermento natural liofilizado com 15% de trealose.

Figura 6: Alteragbes causadas por bolores e leveduras nos paes fabricados com
fermento comercial e fermento natural liofilizado, com diferentes concentragcfes de
trealose apds 24 dias de armazenamento em temperatura ambiente.

DISCUSSAO

O fermento natural tem por caracteristica, ndo s6 a presenca de leveduras,
como também apresenta na sua composi¢cao outros microrganismos, destacando as
bactérias acido laticas (BAL) que foram avaliadas nesta pesquisa. Essas bactérias
tém por funcdo produzir metabolitos responsaveis pelo aroma e pela diminuigdo do
pH no produto final. Esse efeito foi observado pela inibicdo do crescimento de
microrganismos aerébios mesofilos e bolores e leveduras nos péaes produzidos com
fermento natural liofilizado, com diferentes concentragbes de trealose (FNL O; FNL
10; FNL 15).
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A qualidade dos produtos de padaria € muitas vezes relacionada com a sua
crosta (espessura e cor) e a estrutura do miolo (sabor, textura e o tamanho das
células). No entanto, os produtos de panificacdo tém uma vida Util curta, e a perda
de frescura influéncia negativamente a qualidade do produto e aceitacdo do
consumidor, expresso por uma série de alteracdes quimicas e fisicas, conhecidas
como endurecimento (Meziani et al., 2012). De fato a aparéncia, odor, cor, textura e
sabor sdo atributos usados para determinar as propriedades sensoriais dos produtos
de panificacdo (Stone & Sidel, 2004). O volume especifico e a firmeza dos pées
também sao atributos de qualidade que influenciam na aceitacdo e comercializacédo
desses produtos.

O volume especifico é uma importante ferramenta para detectar fatores que
interferem na elasticidade da massa frente a fermentagcédo, uma vez que o volume do
produto final € um atributo de grande relevancia para a aceitacdo deste produto
panificado (Pallares, et al. 2007). A firmeza é também considerada uma
manifestacdo das propriedades reoldgicas de um alimento, sendo um importante
atributo, pois afeta o processamento e manipulacdo, influéncias e habitos
alimentares e compromete a vida de prateleira e aceitagdo do produto pelos
consumidores. Em geral, a firmeza é diretamente correlacionada com a cinética de
acidificacdo da massa, que reduz a sua elasticidade e resisténcia a extensdo
(Arendt, Ryan & Dal bello, 2007) e também ¢é influenciada pela retrogradacédo do
amido (Cauvain;Young, 2009). Logo, o volume especifico é influenciado também
pela cinética de acidificacdo. Neste trabalho foi possivel verificar que a utilizacdo de
100% de fermento natural liofilizado ndo apresentou resultados competitivos frente
ao pao fabricado com fermento comercial no quesito de volume especifico e firmeza
(Figura 3). Portanto, provavelmente, os paes produzidos com fermento natural
liofilizado, em diferentes niveis de trealose, podem ter sido influenciados pelos
metabalitos produzidos por bactérias acido laticas e pelas suas propriedades como:
fermentacado latica, protedlise e sintese de compostos volateis e acdo antifungica
(Plessas et al., 2011), pois apresentaram um pH bastante acido, comparado aos
paes produzidos com fermento comercial. Além disso, a populacdo microbiana
avaliada no fermento comercial foi maior que a encontrada nos fermentos naturais
liofilizados (Tabela 3), proporcionando um volume especifico e uma maciez desejada

ao produto.
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Neste estudo, os pées foram produzidos com 100% de fermento natural
liofilizado e apresentaram pH mais baixos que os obtidos no trabalho de Hansen &
Hansen (1996) que utilizaram somente 15% de fermento natural no preparo dos
paes. Este fato pode ser comprovado pelo estudo de Clarke et al., (2003) que
relataram uma diminuicdo constante e gradativa do pH em fermentagbes
prolongadas e com grande concentracao de fermento natural.

A acidez total titulavel também € afetada pelas taxas de adicdo de uma
cultura starter de bactéria &cido latica em pdes tipo sourdough. Os tempos de
fermentacdo e a presenca de outros metabdlicos ou uma relacdo sinérgica entre as
leveduras e as bactérias acido laticas presentes no fermento natural podem estar
influenciando essas alteracGes na acidez (Clarke et al., 2003). Neste trabalho os
paes fabricados com fermento comercial apresentaram uma acidez total titulavel
diferente e significativa (p<0,05) comparada com os pées elaborados com fermento
natural liofilizado, com diferentes concentracdes de trealose, mostrando valores mais
baixos e estaveis durante os 24 dias de armazenamento (Figura 4). Esses
resultados corroboram com os de Plessas et al. (2011), pois 0s microrganismos
presentes no fermento natural liofilizado apresentam a capacidade de acidificar o
meio no qual estéo inseridos.

Em pH abaixo de 4,0, ha um aumento da repulsé@o eletrostatica causando a
solubilidade das proteinas da farinha de trigo, impedindo a formacdo de novas
ligacbes (Clarke et al., 2004). A reducdo dessas ligacdes dissulfureto
intramoleculares solubiliza as proteinas do glaten e permite um maior acesso das
enzimas proteoliticas permitindo a protedlise mais eficiente (Thiele et al.,
2002). Algumas das consequéncias da protedlise incluem uma melhoria no sabor do
pao. A acumulacdo de aminoacidos durante a fermentacdo sourdough aumenta a
formacao de produtos volateis de aroma, durante o cozimento. Outra consequéncia
da proteodlise € uma mudanca na reologia da massa e na textura do pao (Clarke et
al., 2004).

A maioria dos trabalhos realizados com paes tipo sourdough citam a reducéo
do pH como responséavel pelas mudancas tecnologicas da massa e nutricionais e de
conservacao do pao (Clarke et al., 2002; Komlenic et al., 2010). A acidez gerada
durante a fermentacdo dos paes fabricados com fermento natural liofilizado
desencadeou trés efeitos principais na massa, que sao o fortalecimento das

proteinas, a diminuicdo do pH que causa o aumento da durabilidade do p&o ao


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002006001614#bib88
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002006001614#bib88
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002006001614#bib16
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retardar o processo de deterioracao e inibindo o crescimento do mofo e a formagéo
de acidos organicos que sdo muito importantes para o sabor do produto final (Suas,
2012).

Com base nas contagens de microrganismos aerobios mesoéfilos e de bolores
e leveduras (Figura 1 e 2) observa-se que o fermento comercial ndo apresentou
nenhum obstaculo para a multiplicacdo desses microrganismos enquanto que nos
paes fabricados com fermento natural liofilizado houve uma inibicdo bastante
acentuada. O resultado favoravel das analises microbioldgicas durante os 24 dias de
armazenamento € decorrente da presenca das bactérias &cido laticas (BAL). Isso
justifica a inibicdo dos microrganismos pelo alto teor de acido lactico. Magnusson e
Schnirer (2001) defendem que a presenca das BAL serve como agente esterilizante
para muitas espécies. Sendo assim as bactérias acido laticas dificultam a acao
deteriorante dos microrganismos protegendo tanto o meio fermentativo como o
produto final. Outros estudos (Lavermicocca et al., 2000) tém confirmado o impacto
positivo de compostos antifingicos provenientes de fermento natural na vida de
prateleira de produtos de panificacao.

Analisando os resultados obtidos na andlise sensorial deste estudo (Tabela
6), observou-se que somente nas caracteristicas de volume e crosta houve diferenca
significativa (p<0,05) entre os pées produzidos com fermento comercial (FC) e
fermento natural liofilizado com 15% de trealose (FNL15). Na avaliacdo global,
segundo El-Dash (1978), os paes produzidos com FC foram classificados como bons
e os produzidos com FNL15 foram classificados como razoavel, devido a baixa
aceitacdo pelos provadores treinados das caracteristicas de volume especifico,
crosta e gosto. Vale ressaltar que os péaes tipo sourdough apresentam como
caracteristcia um gosto acido e nem todos os consumidores apreciam.

Sob o ponto de vista sensorial, os paes tipo sourdough fabricados com
fermento natural liofilizado com 0 e 10% de trealose, foram classificados como ruins.
Embora a producdo de péaes tipo sourdough uitilizando 100% de fermento natural
ndo teve boa aceitagdo sensorial, observou-se que a vida de prateleira até 24 dias
foi preservada nesses pdes comparada aos paes produzidos com fermento
comercial (Figura 6). Normalmente, o nivel de adicdo de fermento natural no
preparo de pées de trigo ndo ultrapassa os 50% (Lorenz & Brummer, 2003; Torrieri
et al., 2014), uma vez que intensa acidificacdo pode causar sabores diferenciados

além de diminuir o volume do pao (Kaditzky et al., 2008).


http://www-sciencedirect-com.ez47.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0023643813004763#bib23
http://www-sciencedirect-com.ez47.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0023643813004763#bib15

94

Entretanto, esses resultados servirdo de instrumento para novas e mais
aprimoradas pesquisas a cerca da utlizacdo de uma menor concentragdo de
fermento natural na formulacdo de péaes, podendo dessa maneira agradar a um

maior niumero de consumidores.

CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados neste estudo, pode-se concluir que:

- a utilizacdo de 100% de fermento natural liofilizado na fabricagdo de péaes
tipo sourdough causa uma forte inibicdo do crescimento de microrganismos aerébios
mesofilos e de bolores e leveduras;

- 0s paes fabricados com fermento natural liofilizado, independente da
concentragéo de trealose utilizada, ndo apresentaram diferengas significativas entre
si em relacdo a pH, ATT, firmeza, Aa e contagens microbiol6gicas de aerdbios
mesofilos e bolores e leveduras;

- sensorialmente, os paes fabricados com o fermento natural adicionado de
15% de trealose foram significativamente diferentes (p<0,05) dos pées fabricados
com 0 e 10% de trealose e diferiram do controle apenas no atributo volume,
caracteristica da crosta e gosto;

- 0s paes produzidos com FNL apresentaram maior vida de prateleira que 0s
paes produzidos com FC, aos 24 dias;

- a aplicacéo tecnoldgica de fermento natural liofilizado podera impulsionar as
pesquisas no sentido de agregar metodologias de preparo de paes ja existentes com
processos mais artesanais, possibilitanto um aumento na vida de prateleira dos
produtos de panificagdo sem ser necessario o uso de conservantes artificiais.

- estudos mais aprofundados sobre a quantidade de fermento natural a ser
adicionado na producgédo de péaes tipo sourdough sdo necessérios, a fim de atender
0s requisitos de identidde e qualidade e a vida de prateleira dos mesmos e a

identificacéo e quantificagdo dos microrganismsos presentes no fermento natural.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo foi produzido um fermento natural liofilizado (FNL), com
diferentes concentracdes de trealose, a partir da mistura de farinha de trigo branca e
integral. Foram avaliadas as caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas do FNL
e sua aplicacédo em paes tipo sourdough.

A utilizacéo de farinha de trigo integral na producdo de fermento natural, ndo
comumente utilizada nos processos artesanais, foi escolhida pelo fato de quanto
menos processada for uma farinha, maior ser& o numero de microrganismos
presentes (SHEIRLINK, et al., 2009). Foi observado no presente estudo, que a
farinha de trigo integral apresentou um crescimento de mais de 1 e 2 ciclos log de
bactérias &cido laticas (BAL) e de bolores e leveduras (BL) que a farinha de trigo
branca, respectivamente.

O pH do fermento natural fabricado a partir de farinha de trigo branca e
integral, no primeiro dia de fabricacdo foi de aproximadamente 6 e decresceu ja no
quarto dia para aproximadamente 4, mantendo-se assim até o final do periodo de
armazenamento (14 dias). A acidez total titulavel (ATT) do fermento natural fabricado
a partir de farinha de trigo branca e integral aumentou durante o periodo de
armazenamento, apresentando valores menores que 0,4 no 1° dia e maiores que 1,2
ja no 6° dia de armazenamento, sendo inversamente proporcional ao pH, pois
guanto mais baixo o pH maiores foram os valores encontrados para a ATT
(Apéndice E).

As bactérias acido laticas (BAL) e bolores e leveduras (BL) no fermento
natural fabricado a partir de farinha de trigo branca e integral apresentaram um
aumento no crescimento de 2 para 8 ciclos log ja no 4° dia e os BL de 2 para 6 log
UFCg™' e mantiveram-se constantes até o 14° de armazenamento, a temperatura de
30°C. Essa estabilizacdo na multiplicagdo dos microrganismos nos sugere uma
producdo do fermento natural em tempo mais curto uma vez que as diferencgas entre
0 8° dia com o 14° dia ndo foram significativas.

A liofilizacdo como meétodo de preservagcdo, mantém estivel a viabilidade
celular durante o periodo de estocagem (COSTA; FERREIRA, 1991; SILVA et al.,
1992; JAY, 2005). No entanto, o processo de congelamento provoca danos as

células dos microrganismos (MOMOSE et al., 2010). No entanto, estudos tém
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mostrado (SELVA et al.,, 2013; NERI et al. 2014) que a adicdo de agentes
crioprotetores pode vir a proteger as células microbianas quando submetidas ao
congelamento. No presente estudo, a adicdo de trealose, um crioprotetor utilizado
em diferentes concentracfes, diminuiu a perda de células microbianas no fermento
natural liofilizado.

O processo de liofilizagdo € importante para a manutencdo de fermentos
naturais, pois esta relacionado a diminuicdo da umidade e da atividade de agua,
necessaria para impedir o crescimento dos microrganismos e prolongar a vida de
prateleira dos mesmos. Além disso, a aplicacdo industrial do fermento natural, na
forma liofilizada, se torna mais atraente em vista da reducdo dos custos com a
manutencao e producdo dos fermentos naturais frescos.

O efeito da trealose como crioprotetor no processo de liofilizacdo do fermento
natural foi evidenciado mais nas BAL que nos BL. Nas BAL, a reducédo de
microrganismos foi de aproximadamente 2 ciclos log, ndo sendo influenciada pelas
diferentes concentracbes de trealose, enquanto que nos BL a viabilidade dos
microrganismos foi inversamente proporcional a quantidade de trealose adicionada,
ou seja, houve uma diminuicdo de 5, 4 e 3 ciclos log para os tratamentos com 0, 10
e 15 % de trealose, respectivamente. Ndo h& evidéncias na literatura que possam
comparar os fatos apresentados acima. Apenas sabe-se que a trealose, juntamente
com o glicogénio, sdo substancias de reserva para a levedura, porém, recentemente,
varios autores (STRASSER et al., 2009 ;DE GIULIO et al., 2005) sugerem que a
trealose possui funcdo de protecéo para a célula da levedura durante processos de
estresse, tais como altas temperaturas, choque osmaotico, efeitos toxicos do etanol e
desidratacéo.

A contagem inicial de BL no fermento comercial (FC) e nos fermentos naturais
liofilizados, adicionados de doses crescentes de trealose, foi maior no FC (7,90 log
UFCg™ ), seguido do FNL com 15% de trealose (6,40 log UFC'g™), 10% (6,12 log
UFCg™) e 0% (4,84 log UFC'g™). Esse fato refletiu nas caracteristicas sensoriais dos
paes tipo sourdough, onde os péaes produzidos com FC apresentaram melhores
resultados, seguidos dos péaes produzidos com 15, 10 e 0% de trealose adicionada
ao FNL. Isto demonstra a necessidade da maior quantidade de microrganismos
presentes no fermento necessaria para a uma boa fermentagéo dos péaes.

Observou-se também que os pédes produzidos com fermento adicionado de

15% de trealose somente diferiram estatisticamente dos produzidos com fermento
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comercial nos atributos de volume especifico, firmeza, caracteristicas da crosta e
gosto. Logo, o volume e a firmeza dos pées esta relacionada com a quantidade de
BAL presentes no fermento e o gosto, devido ao pH encontrado nos paes
produzidos com fermento comercial (entre 5,0 a 5,5) e nos produzidos com 15% de
trealose que variou de 3,5 a 4,0. A acidificacdo causada pecas BAL influenciou as
transformacdes enziméticas e a protedlise deixando o miolo com uma textura mais
rigida e pdes com volume especifico menor devido a pouca resisténcia a expansao.
Sensorialmente, os pées produzidos com fermento comercial foram classificados
como bom, enquanto que os produzidos com 100% de fermento natural liofilizado
obtiveram a classificacdo de razoaveis para os produzidos com 15% de trealose e
ruins para os paes produzidos com 0% e 10% de trealose. Apesar de os paes
produzidos com 100% de fermento natural liofilizado apresentaram uma baixa
aceitabilidade sensorial, a vida de prateleira destes paes foi maior que nos paes
produzidos com fermento comercial (FC), até os 24 dias analisados. Os péaes
elaborados com FC apresentaram altas concentracbes de BL e uma visivel
deterioracéo ja no 8° dia de fabricagao.

O decréscimo do volume observado nos pades elaborados com fermento
natural liofilizado, em diferentes concentragcdes de trealose, pode ser explicado
devido a adicdo de farinha de trigo integral que causa uma descontinuidade na rede
protéica do glaten, além de aprisionar mais facilmente agua, tornando a massa mais
coesa e de dificil retencdo de gases promovidos pelas leveduras na etapa de
fermentacdo (WANG et al., 2002). Os pées tipo sourdough sao fermentados por
leveduras e também por bactérias acido laticas, que produzem metabdlitos,
acidificando os produtos fabricados. Uma acidez acentuada pode afetar
negativamente a qualidade do p&o sourdough, uma vez que pode causar sabores
diferenciados (pao com acidez elevada) e reduzir volume do p&o, bem como sua
suavidade (KADIZKY et al., 2008).

A transformacédo enzimética juntamente com a formagé&o de exopolissacarideo
pelas bactérias acido laticas contribui para o metabolismo da sacarose (GANZLE &
SCHWAB, 2009) e essas mudancas no processo de fermentacdo natural tende a
melhorar o volume e a textura além de aumentar o teor de fibra dietética. No entanto,
o efeito benéfico dos exopolissacarideo formados pelas bactérias acido laticas pode
ser mitigado pela acidez excessiva, causada pelas bactérias acido laticas presentes

nos tratamentos elaborados a partir de fermento natural. A maioria dos estudos


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002013000762#bib28
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002013000762#bib28

102

publicados até o momento utilizou uma mistura de fermento comercial e natural na
fabricacdo dos paes (TORRIERI et al., 2014). Em contrapartida, o presente estudo
utilizou 100% de fermento natural liofilizado, justificando o decréscimo do volume
especifico e mudancas na firmeza dos paes sourdough devido a elevada acidez
causada pelas BAL. Assim, a qualidade dos péaes sourdough € influenciada pela
cinética de acidificacdo e pelo metabolismo entre as diferentes espécies de BAL
como também pela composicao microbiologica de cada fermento natural utilizado em
paes. A exploracdo das atividades metabdlicas desejaveis das BAL acabara
permitindo a selecdo da cultura de partida mais adequada para ser usada em
panificacdo com melhores resultados no produto final (EHRMANN &VOGEL, 2005).

A importancia da fermentacdo natural na vida moderna é ressaltada pelo
amplo espectro de alimentos fermentados e que sdo comercializados atualmente,
ndo so pelo beneficio da preservacao e seguranca, mas também por seus atributos
sensoriais altamente apreciados e por modular as propriedades nutricionais em uma
série de maneiras, tais como aumento dos niveis ou biodisponibilidade de
compostos bioativos além de retardar a digestibilidade do amido (FLANDER et al.,
2011). Além destas caracteristicas, a utilizacdo de fermento natural na producédo de
paes aumenta a vida util e inibe o crescimento dos microrganismos deteriorantes
reduzindo o uso de conservantes quimicos.

Quando se avalia atributos sensoriais em paes tipo sourdough, o gosto acido
e o0 sabor acentuado prevalecem e sao fortemente observados pelos provadores. Os
consumidores estdo habituados com paes menos acidos e, por isso, a elevada
acidez de péaes sourdough ndo é muito apreciada pela maioria. Em um estudo com
paes fabricados a partir de um fermento natural liofilizado a base de gérmen de trigo
(RIZZELLO et al., 2010) foi observado um gosto levemente mais salgado,
provavelmente relacionado com o efeito da acidificacdo e protedlise por bactérias
acido laticas presentes no fermento natural.

Estudos estdo sendo desenvolvidos a fim de buscar o isolamento e a
identificacdo dos microrganismos presentes no fermento natural fabricado com a
mistura de farinha de trigo branca e integral para aperfeicoar o processo

fermentativo e contribuir com a qualidade final dos produtos de panificacéo.
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6 CONCLUSAO GERAL

Em relacdo a escolha da farinha de trigo integral utilizada na fabricacdo dos
fermentos naturais liofilizados, esta apresentou 2 ciclos log de bolores e leveduras
(BL) a mais do que na farinha de trigo branca. Em contrapartida, as contagens de
bactérias acido laticas na farinha de trigo branca e na farinha de trigo integral nao
apresentaram diferencas estatisticas (p<0,05) entre si.

O pH do fermento natural diminuiu rapidamente (de 6 para 4) nos primeiros 4
dias de armazenamento e manteve-se constante até o 14° de armazenamento. A
acidez total titulavel (ATT) aumentou consideravelmente nos primeiros 6 dias,
apresentando 1,2 g.% &c. latico, mantendo-se estavel a partir desta data.

No primeiro dia de fabricacdo do fermento natural, estes apresentaram uma
contagem de BAL e BL igual a 2 log UFC'g* e apds 4 dias de armazenamento as
contagens aumentaram para 8 log UFCg* e 6 log UFCg™® para BAL e BL,
respectivamente. O fermento natural apresentou uma estabilizagdo em suas
contagens microbiolégicas apds o 4° dia e com isso sugere-se uma fabricacdo em
tempo mais curto.

O processo de liofilizacdo de fermento natural foi eficiente, pois as amostras
desse fermento natural liofilizado, ap6s o processo de liofilizacdo, apresentaram
aproximadamente uma reducdo de 50% de sua umidade inicial e dos valores de
atividade de agua mantendo-se estaveis por um periodo de 45 dias.

A adicado de 10 e 15% de trealose nos fermentos naturais propiciou maior
rendimento quando comparado com o fermento natural sem a adi¢ao de trealose. No
entanto, deve-se calcular o custo/beneficio da utilizacdo da trealose em processos
de liofilizagc&o, pois ndo houve diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos
utilizando 10 ou 15% de trealose.

O efeito da trealose como crioprotetor no processo de liofilizacdo do fermento
natural foi evidenciado, pois as BAL apresentaram uma reducdo de microrganismos
de aproximadamente 2 ciclos log, ndo sendo influenciada pelas diferentes
concentracbes de trealose utlizada, enquanto que nos BL, a viabilidade dos

microrganismos foi inversamente proporcional a quantidade de trealose adicionada,
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ou seja, houve uma diminuicdo de 5, 4 e 3 ciclos log para os tratamentos com 0, 10
e 15 % de trealose, respectivamente.

Os paes fabricados com fermento natural liofilizado, indiferente da
concentracdo de trealose, foram semelhantes em relacdo ao pH, ATT, Aa, firmeza e
contagens microbiolégicas durante os 24 dias de armazenamento. Entretanto, os
paes elaborados com 15% de trealose (FNL 15) quando comparados com os paes
fabricados com fermento comercial, diferiram somente em relacdo ao volume
especifico, caracteristicas da crosta e na avaliacdo global.

O volume especifico foi maior nos pédes fabricados com FC. Entre os paes
fabricados com FNL, indiferentes da concentracdo de trealose adicionada foram
semelhantes entre si. A firmeza dos péaes elaborados com FNL foi significativamente
maior do que a verificada nos péaes fabricados com FC e foi aumentando
gradativamente durante os 24 dias de armazenamento. Os paes fabricados com FC
apresentaram um pH entre 5,0 e 5,5 e 0s pées elaborados com FNL apresentaram
valores entre 3,5 a 4,0 enquanto que a ATT foi maior e significativa nos paes
fabricados com FNL quando comparada com os paes fabricados com FC.

Na avaliacdo sensorial, os paes produzidos com um teor maior de trealose
(15%) foram classificados como razoaveis, com 0 e 10% de trealose foram
classificados como ruins e o0s péaes produzidos com fermento comercial foram
classificados como bons.

Os pées elaborados com fermento natural liofilizado ndo apresentaram
nenhuma alteracdo visivel até 24 dias de armazenamento, enquanto que o0 péao
elaborado com fermento comercial apresentava sinais visiveis de deterioragdo ja no
8° dia de armazenamento.

A pedido da direcdo da empresa fornecedora da farinha de trigo integral
utilizada nesse experimento este trabalho foi apresentado aos membros do controle
de qualidade. Apés, o diretor encaminhou um documento, afirmando que o fermento
natural liofilizado desenvolvido durante o periodo da realizagdo deste trabalho pode
ser considerado uma alternativa viavel e com grande aplicag&o industrial no ramo da
panificacao.

Portanto, os resultados deste trabalho podem servir de instrumento para
novas e mais aprimoradas pesquisas sobre os métodos de fabricacdo existentes.
Também servir4 para impulsionar as industrias a pensarem em um produto mais

natural e livre de conservantes quimicos, uma vez que foi evidenciada a capacidade
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de inibir fortemente o crescimento dos microrganismos por 24 dias, sem a utilizagéao
de conservantes artificiais.

Sugere-se, para futuras pesquisas, o isolamento e a identificacdo dos
microrganismos presentes no fermento natural liofilizado e também a utilizacdo de
uma mistura entre fermento comercial e fermento natural liofilizado para a aplicagao
em produtos de panificacdo buscando o aprimoramento das caracteristicas

sensoriais e de qualidade no produto final.
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Apéndice A — Fluxograma da hidratacdo do Fermento Natural Liofilizado

1° Alimentagao

Segunda (13:30)

2° Alimentacao

Segunda (17:30)

4 horas

3° Alimentacédo

Segunda (19:30)

4° Alimentagéo

Terca (08:00)

5° Alimentacao

Terca (13:30)

24 horas

Amassamento
Fermentacéao

Terca (18:30)

29 horas

Forneamento

Quarta (09:30)

+ 45 horas

Os péaes foram fabricados na Planta piloto de Panificacdo da Universidade de Passo Fundo com a
autorizacdo e apoio do Prof. Dr. Luiz Carlos Gutkoski e de toda a sua equipe.
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Apéndice B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé esta sendo convidado (a) a participar da pesquisa sobre Producdo de fermento natural
liofilizado usando trealose como agente crioprotetor e aplicacdo em pao de forma integral, de
responsabilidade da aluna de pos-graduacéo (bolsista) Raquel Facco Stefanello, orientada pela Prof.2
Dr.2 Leadir Lucy Martins Fries. Esta pesquisa justifica-se devido a estudos comprovarem que a
fermentac@o natural possui caracteristicas similares e até melhores em relagcdo a sabor e aroma
quando comparada com pédes elaborados com fermento comercial. Neste contexto esta pesquisa
objetivou estudar as comparacdes entre o fermento natural e o fermento comercial, avaliando
aceitabilidade do consumidor ao produto desenvolvido bem como parametros sensoriais do pado de
forma.

Os possiveis riscos aos participantes poderdo ser de resposta alérgica e desconforto gastrico, em
funcdo de algum ingrediente das formulacdes. Para minimizar tais riscos, serdo excluidos da pesquisa
sujeitos alérgicos ou sensiveis a qualquer componente das amostras, como por exemplo, pessoas
portadoras de doenca celiaca. Serdo preservados os direitos dos provadores de se recusarem a
participar da pesquisa, sem nenhum prejuizo aos mesmos, e a adesdo de provadores ocorrera
livremente, através da assinatura deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, ndo havendo
qualquer tipo de despesa.

Os participantes néo receberdo beneficios diretos pela participacdo na pesquisa, mas irdo beneficiar a
comunidade cientifica, as indUstrias de alimentos e a sociedade em geral, ao ajudarem a construir o
conhecimento dos paradmetros sensoriais e de aceitacdo dos produtos testados. Os dados obtidos com
esta pesquisa serdo utilizados na elaboracdo de uma dissertagdo de mestrado e também em
publicacdes em perioddicos reconhecidos, sendo garantida a confidencialidade dos dados que possam
identificar os participantes.

Vocé terd a garantia de receber esclarecimentos sobre qualquer divida relacionada a pesquisa e
podera ter acesso aos seus dados em qualquer etapa do estudo. Sua participagdo nessa pesquisa hdo
€ obrigatéria e vocé pode desistir a qualquer momento, retirando seu consentimento.

Caso vocé tenha davidas sobre o comportamento dos pesquisadores ou sobre as mudancas ocorridas
na pesquisa que nao constam no TCLE, e caso se considera prejudicado na sua dignidade e
autonomia, vocé pode entrar em contato com o pesquisador responsavel Raquel Facco Stefanello, (55)
9941-0026; Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos, (55) 3220-8254 ou
também pode consultar o Comité de Etica em Pesquisa da UFSM, pelo telefone (55) 3220-9362 ou
pelo e-mail comiteeticapesquisa@mail.ufsm.br, situado no 2° andar do Prédio da Reitoria, cidade
universitaria, bairro Camobi na cidade de Santa Maria, RS. Desde ja, agradecemos a sua colaboracgao
e solicitamos a sua assinatura de autorizagdo neste termo, que sera também assinado pelo
pesquisador responsavel em duas vias, sendo que uma ficard com vocé e outra com o pesquisador.

Santa Maria, de de 2013.

Nome participante:

Assinatura:

Pesquisador: Raquel Facco Stefanello
Assinatura:

Endereco do CEP: Avenida Roraima, 1000 - Prédio da Reitoria — 2° andar - Sala Comité de Etica/Cidade
Universitaria - Bairro Camobi. Cep: 97105-900 - Santa Maria — RS / Tel.: (55)32209362 - Fax: (55)32208009e-
mail: comiteeticapesquisa@mail.ufsm.br



mailto:comiteeticapesquisa@mail.ufsm.br

Apéndice C — Ficha de avaliacao sensorial apresentada para o painel treinado

\\& POS-GRADUACAO

CIENCIA E TECNOLOGIA DOS ALIMENTOS

FICHA DE AVALIACAO INDIVIDUAL
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DATA: __/_ [/

Nome:

AVALIACAO DA QUALIDADE DE PAES

Pontuag¢do Maxima

AMOSTRA

I. Caracteristicas Externas 1 2 3 4
1. Volume (volume especifico x 3,33) 20
2. Cor da crosta (Fatores indesejaveis: ndo uniforme, opaco, muito 10
escura)
3. Quebra (Fatores indesejaveis: muito pequena, aspera, desigual) 5
4. Simetria (Fatores indesejaveis: laterais, pontas e parte superior 5
desiguais)

Subtotal 40
Il. Caracteristicas Internas
1. Caracteristica da crosta (Fatores indesejaveis: borrachenta, 5
quebradica, dura, muito grossa, muito fina)
2. Cor do miolo (Fatores indesejaveis: cinza, opaca, desigual, escura) 10 10 10 10 10
3. I.Estrut.ura da Célula do Mlolo (Fatores indesejaveis: falta de 10 10 10 10 10
uniformidade, buracos muito abertos ou fechados)
4. Textura do miolo (Fatores indesejaveis: falta de uniformidade, 10
aspera, compacta, seca)

Subtotal 35
lll. Aroma e Gosto
1. Aroma (Fatores indesejdveis: falta de aroma, aroma desagradavel, 10
estranho, muito fraco ou forte)
2. Gosto (Fatores indesejaveis: acido, estranho, goma, massa, gosto 15
remanescente)

Subtotal 25

CONTAGEM TOTAL 100

Metodologia proposta por El-Dash, 1978
OBSERVACOES:
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Apéndice D — Depoimento de empresa a respeito da aplicabilidade industrial do
fermento natural liofilizado.

7

T

et

Nossa Musiio:
" Produzin prodiitss uliguais o nalinais, som inpacls ambienlid, com qualidade i

A

gw compelbnsicd dos colnboradones & prolicands uma condula dliea. "

www.cisbra.com.br

DEPOIMENTO

Ao acompanhar o Projeto “Produgdo de Fermento Natural e Aplicacdo em
P3o Integral”, da mestranda Raquel Facco Stefanello, da Universidade Federal de
Santa Maria, realizado no periodo 2012-2013, e apresentado 4 empresa Farinhas
Integrais Cisbra Ltda., de Panambi-RS, em 16/12/2013, verificamos que:

- O fermento natural liofilizado produzido no decorrer do projeto, podera ter
aplica¢des na indtstria de panificacdo, em especial na voltada para os paes
integrais. O publico alvo deste tipo de paes preocupa-se mais com a questdo do
uso de produtos naturais em sua alimentacdo, com a qualidade dos alimentos,
podendo entdo valorizar essa aplicacdo do fermento natural, mesmo que com
este processo torne um pouco mais demorada a fase de crescimento dos
produtos, porém o ideal seria ndo onerar o preco final do produto.

- O fermento natural liofilizado, além de conferir sabor mais agradavel aos pées,
aumenta consideravelmente seu shelf life, agindo também como um conservante
natural. Isso o torna, sob o ponto de vista industrial, de grande aplicabilidade na
inddstria de panificacdo, constituindo-se em uma idéia a ser implantada nesse
meio.

Panambi, 16 de dezembro de 2013.

Cls b ra que supenew o expeclalivas dos olientss, wveilindy sempre ens uovas Em&gm deaem/o&wb

&,
Phaga Integral ! e
anhax Integrais Cisbra Ltda - Unid. Industrial e Vendas | Panambi/RS Av. Pres. Kennedy 4681, B. Arco Iris | Cx. Postal 231 | CEP 98280-000 | Fone/Fax: (55) 3375 5008

\
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Apéndice E — Valores de pH, acidez total titulavel e contagens de bactérias acido
laticas e de bolores e leveduras durante a fabricagdo do fermento natural a partir de
farinha de trigo branca e farinha de trigo integral.

pH ATT BAL BL
Dias de g. % 1
fabricagao de écido latico log UFCg

1 5,91%(+0,13) 0,274°+0,03  3,11°+0,24  2,63°+0,07
4 3,74°+0,11 0,866°+0,10 8,58°+0,41  6,54°+0,44
6 3,58+ 0,14 1,250% + 0,13 . .
8 3,63°+0,09 1,178%+0,09 8,69*+0,13 7,272+0,19
10 3,58°+ 0,08 1,139° + 0,04 . .
14 3,64°+0,14 1,2332+0,06 9,02°+0,10 7,44%+0,31

-4 Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si estatisticamente (p<0,05) pelo teste de
Tukey na coluna. ATT: acidez total titulavel. BAL: bactérias 4cido laticas. BL: bolores e leveduras.

Apéndice F — Contagens de bactérias acido laticas (A) e bolores e leveduras (B) em
fermentos naturais liofilizados (F;) tratados com trés concentracdes de trealose.

A B

: T T — Jo T T 1

N IR 1
E T a l
I | B

FN_O FN_10 FN_15 FN_O FN_10 FN_15
TRAT TRAT

Barras indicando as médias gerais (expressas em log UFC.g™") e seus respectivos desvios padréo.
BAL: bactérias &cido laticas. LEV: bolores e leveduras. FN_0: fermento natural liofilizado sem
trealose. FN_10: fermento natural liofilizado com 10% de trealose. FN_15: fermento natural liofilizado
com 15% de trealose.
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Apéndice G — Esquema de fabricacdo do fermento natural a partir de farinha de trigo
branca e farinha de trigo integral pelo tempo de 14 dias. FHA: farinha.

Alimentagdes programadas com:
+ fermento

+ fha branca
+ i >

Depois de 4
DIAS

30°C / ([
Fha branca > F:G:Eizro N natural
Fha integral o o Intervalos de 12 em 12 horas no
fouc no 4” dia 30°C / 70% UR L 14° dia _

Apéndice H — Etapas para a liofilizagdo do fermento natural com diferentes
concentragdes de trealose (0, 10 e 15%) obtido a partir de farinha de trigo branca e
farinha de trigo integral ap6s 14 dias de producao.

—

LIOFILIZADOR FN'- F”'-
— (60 HORAS)
FNF |
+ 1800g m ‘
ULTRAFREEZER
(24 HORAS)
Adigao de 0% ? A
mEALosE (0) (6 ; f \
. FNF FNF VIABILIDADE
FNF 0 10 15 CELULAR
W“E — OO0 até 45 dias
SO ECOEED (T anbiente)
600g 660g  690g
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Apéndice | — Etapas de preparacdo dos paes tipo sourdough utilizando fermento
natural liofilizado com diferentes concentracdes de trealose (0, 10 e 15%) e paes
com fermento comercial.

COMERCIAL FNL O FNL1 O FNL 15
1 MISTURA 1 MISTURA
Fermento biolégico Fermento natural
Agua Agua

far‘irha farinha
1* fermentagdo 12 ferrﬁen’rag&'o

(21 hora) (28 horas)

22 MISTURA f

Restante dos
ingrediente

AMASSAMENTO
DESCANSO E MODELAGEM

DESCANSO

DIVISAO
" MODELAGEM —
FERMENTACAO FERMENTACAO
FINAL FINAL
2 h(_J__r‘as 13-15 h_pras
FORNEAMENTO
RESFRIAMENTO
ACONDICIONAMENTO

ANALISES VIDA DE
PRA TELEIRA
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Apéndice J — Resultados das analises de pH, acidez total titulavel, contagens de
microrganismos aerobios mesofilos e de bolores e leveduras dos pées fabricados
com fermento comercial e com fermento natural liofilizado em diferentes
concentracdes de trealose durante os 24 dias de armazenamento.

pH

0 4 8 12 16 20 24
FC 5,40 + 5,77 + 5,40 + 5,27+ 5,42 + 5,38 + 5,13 +
(0,11) (0,29)° (0,06)* (0,007)2 (0,10)* (0,02)® (0,03)®
FNL O 3,64+ 3,80 + 3,75+ 3,68 + 3,68 + 3,78+ 3,79 +
(0,09)° (0,10)° (0,14)° (0,17)° (0,12)° (0,14)° (0,06)°
FNL 10 373+ 3,80 + 3,76 + 3,81+ 377+ 3,84 + 3,70 +
(0,13)° (0,12)° (0,16)° (0,12)° (0,17)° (0,12)° (0,04)°
FNL 15 379+ 3,79+ 375+ 3,80 + 378+ 3,81+ 374+
(0,08)" (0,07)° (0,10)° (0,09)° (0,16)° (0,05)° (0,02)*

Acidez total titulavel (g.% acido Latico)

0 4 8 12 16 20 24
FC 0,32+ 0,38 + 0,36 + 0,35+ 0,32+ 0,35 + 0,43 +
(0,01)" (0,04)° (0,01)° (0,02)° (0,02)° (0,04)° (0,12)°
FNL O 1,44 + 1,38 + 1,43 + 1,37 + 1,30 + 1,36 + 1,35 +
(0,08) (0,04) (0,08) (0,05) (0,05)* (0,06) (0,05)
FNL 10 1,43 + 1,35 + 1,35 + 1,31+ 1,46 + 1,27 + 1,27 +
(0,07)2 (0,06)° (0,04)° (0,04)° (0,19)° (0,04)° (0,06)°
FNL 15 1,36 + 1,30+ 1,29 + 1,22 + 1,28 + 1,22 + 1,23 +
(0,09)% (0,08)° (0,02)° (0,03)° (0,08)° (0,04)° (0,05)°

Microrganismos aerébios mesofilos (log UFCe g™)

0 4 8 12 16 20 24
FC 0,41 + 2,11+ 4,46 + 4,66 + 572+ 332+ 5,78 +
(0,66) (1,98) (0,25) (0,36)° (0,88) (3,63) (1,44)
FNL O 0,00 + 0,38 + 0,43 + 0,38 + 0,00 + 0,00 + 1,03 +
(0,00) (0,60)° (0,70)° (0,94)° (0,00)° (0,00)° (1,16)°
FNL 10 0,00 + 0,67 + 0,60 + 0,17 + 0,34 + 0,99 + 1,66 +
(0,00)° (1,03)° (0,69)° (0,41)° (0,94)° (1,23)* (1,82)°
FNL 15 0,27 + 0,22 + 1,22 + 0,00 + 0,00 + 0,50 + 0,92 +
(0,65) (0,53) (0,98)" (0,00)° (0,00)° (0,84)* (1,03)°

Bolores e leveduras (log UFCe g ™)

0 4 8 12 16 20 24
R R N A
FNL O 1,00 + 1,01 + 2,05 + 0,50 + 0,00 + 0,85 + 1,13 +
(1,67)% (1,69)° (0,12)° (1,22)° (0,00)° (1,36)° (1,25)°
FNL 10 1,47 + 0,83 + 2,01+ 1,22 + 1,27 + 0,72 + 1,76 +
(1,74) (1,33) (1,75)° (1,42) (1,45)* (1,11) (1,93)°
FNL 15 1,50 + 0,72 + 2,10 + 0,55 + 0,83+ 0,45 + 1,89 +
(1,76) (1,11) (1,24)° (1,35) (1,33)* (1,10)? (2,15)°

¢ Médias seguidas por letras diferentes diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Tukey
dentro da mesma coluna. FC: fermento comercial. FNL 0: fermento natural liofilizado sem trealose.
FNL 10: fermento natural liofilizado com 10% de trealose. FNL 15: fermento natural liofilizado com
15% de trealose.



Apéndice K — Laudo de analise.

s
PR Exirato de Maite

¢
Aromas

-
,{7@ 3 %%‘ ln T Ingrecientes para IndUstria Aimenticio
5 Enzimas

a esséncia do seu produto

L

PRODUTO: 64-410-BSWC "Extrato de Malte Seco - UNIMALT-WC”
LOTE - L.A.Q. N°.15826501 - FABRICACAO : 31/10/2012 - VALIDADE: 31/10/2013

LAUDO DE ANALISE
ORGANOLEPTICAS E FISICO-QUIMICAS

Caracteristicas Unidade Resultados
Aspecto S De acordo
Cor - De acordo
Odor / Sabor - De acordo
Umidade 2 105 °C % 0.60
pH (sol. 10% a 20°C) 2 545
Acidez (ml NaOH - IN/100g) 19.97
Proteinas * % 477
Lipideos * % 0,15
Agucares redutores como maltose * % 75.29

MICROBIOLOGICAS *

Caracteristicas Unidade Resultados
Coliformes a 45 °C nmp/g <1.0x 10!
Salmonella sp w25 g Ausente
Mofos / leveduras ufc/g <1,0x 10
Estaf. Coag, Positiva ufefg <10x 10

*Estes ensaios s3o baseados nos resultados obtidos através da andlise realizada cm laboratorio extemo deyidamente credenciado sob os laudos
n°253647/2011-0 / 253645/2011-0 & 045/2011. Produto isento de registro conforme RE 23/2000 ¢ RDC 27/2010. Contém Gliten.

Metodologia: Official Methods of Analysis of AOAC Intemacional, Normas Analiticas do Instituto AdoHo Lutz, Vol. 1, Métodos quimicos ¢
fisicos para analise de alimentos. Bacteriological Analytical Manual, da U.S. Food and Drug Administration (FDA/AOAC). Conforme
RDC n° 12 dg 02-01-2001 2 RDC n° 175 de 08-07-2003. ’

EMBALAGEM: Saco contendo 25 quilos liquido.

CONDICOES DE ESTOCAGEM E VALIDADE

O Extrato de Malte manter-se-4 inalterado, até a validade acima, desde que estocado em condi¢des ideais: local
com termnperatura ambiente, isolado, seco ¢ ao abrigo da luz solar. Depois da embalagem aberta, deve-se utilizar o
produto o mais rapido possivel. O produto néo é inflamave!.

Mylner industria e Comércio Lide.

Escritério/Vendas: Alarneda Subtenente Francisco Hierro, 202 - Pg. Novo Mundo - CEP: 02187-040 - S. Paulo - SP
Fone: (Oxx11) 2177-0600 - Fax: (Oxx11) 2177-0617/0623 - e-mail mylner@myiner.com.br
Fabrica: Av. das Mongdes, 85 - Pg. Indusirial Hagui - CEP: 18540-000 - Porfo Feliz - SP
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Apéndice L — Laudo de analise (farinha integral).

FARINHAS INTEGRAIS CISBRA LTDA
sbra Fone / Fax: (55) 3375-5008 * Panambi/RS @

HC CHOPIN
Trigo Grao : :
Fab.: 05/03/2013 - Lote:030105 _’_Wm e
Amostra 5 kg Toour oo j"\l«a/\azQ,
www.cisbra.com.br
I == |
DATA: 24/05/2013 REFERENCIA AMOSTRA  : R1
HORA: 09:19 NOME DO FICHEIRO : 05240001A113
PARAMETROS RESULTADOS
TEMP.LABO: 19.4 °C HIGRO.LABO.: 64.9 % P = 106 mmH20
FARINHA MOINHO L = 57 mm
HUMIDADE : 0.00 % G = 16.8
PROTEINAS: IND.QUEDA: W = 199 10E-4J
AMIDO DAN: ABSORCAO : P/L = 186
ZELENY Ie = 39.9 %
CINZAS  : EXTRACAO : W( 40) = 164 10E-4J
GLUTEN
COMENTARIOS GU: 26,507. U 26+
qS: 8,26 V:d2.8C +5.9
H (mm)
3 |
2L
e |
4[]
100
. 5.
M[]

50

léO L (mm)



Apéndice M — Laudo de analise (farinha integral).
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Apéndice N — Laudo de analise (farinha branca).

@

ALVEOLINK NG AL VEO HC CHOPIN
UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO MevrheSprarger (faunba banca )
CENTRO DE PESQUISA EM ALIMENTACAQ
LABORATORIO DE CEREATIS
TEL 54 3316 8457
DATA: 24/05/2013 REFERENCIA AMOSTRA  :

HORA: 09:33 NOME DO FICHEIRO : 05240002A113
PARAMETROS RESULTADOS
TEMP . LABO: HIGRO.LABO. : 2 = 102 mmH20
FARINHA : MOINHO I = 76 mm
HUMIDADE : 0.00 % < = 19.4
PROTEINAS: IND.QUEDA: W = 25 0E-4J
AMIDO DAN: ABSORCAO : P/L = @
ZELENY  : Te = ro=e%
CINZAS EXTRACAO : W( 40) = 168 10E-4J
GLUTEN  :
COMENTARIOS G : 2H39y Fu: 230
G5 9,24, V:d2.8C +5.9
H (mm)
=
- —
™
’ 4
100 L
=
i

50

100 150 L (mm)
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Apéndice O — Laudo de andlise (farinha branca).
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Anexo A — Normas para formatacdo e submissdo a revista cientifica Brazilian
Journal of Microbiology






137

INSTRUCOES AOS AUTORES

Brazilian

Journal of e Escopo da revista
Microbiology

e Submissdo de um artigo

ISSN 1517-8382 versdo impressa  Publicacao do artigo
ISSN 1678-4405 versao online

e Preparo do artigo

Escopo da revista

A revista Brazilian Journal of Microbiology, editada pela Sociedade Brasileira de
Microbiologia, publica artigos originais, notas prévias e trabalhos de revisdo que cobrem
todos os aspectos da Microbiologia. Ndo sdo cobradas taxas para publicacdo de artigos.

As seguintes categorias de artigos sdao aceitas para publicacdo no Brazilian Journal of
Microbiology::

e Artigos Originais: reportam resultados cientificos originais que ainda nao
tenham sido publicados em outro periodico;

e Notas Prévias: sao textos concisos, relativos a novas metodologias e resultados
parciais, cuja originalidade justifique a publicacdo rapida;

e Artigos de Revisdao: abordam temas ligados a microbiologia em geral e de
amplo interesse da area.

Seu manuscrito deve ser escrito em inglés claro e compreensivel.

Se vocé tiver duvidas sobre o nivel de inglés do seu texto, vocé pode optar por ter o
seu manuscrito editado profissionalmente por um nativo da lingua inglesa ou por um
servico de editoracdo cientificaantes da submissdo do seu manuscrito. A lista de
fornecedores destes servicos de edicdo pode ser encontrada abaixo. Todos os servigos
devem ser organizados e pagos pelo autor, e o uso de um desses servicos nao garante
a aceitacdo ou preferéncia para publicagdo do manuscrito. Por favor, anexar o
certificado de Inglés, fornecido pelo servigo de edigdo, no processo de submissao do
manuscrito. No caso de o autor ser um nativo da lingua inglesa, por favor, substituir o
certificado de Inglés por uma carta de justificativa.

e American Journal Experts: http://www.JournalExperts.com?rcode=BSM1
e Joanne Roberts: joroberts@uol.com.br

e ATO Tradugdes: www.atotraining.com.br

e Prof. Julian D. Gross, University of Oxford, Oxford Biomedical
Editors:julian.gross@pharm.ox.ac.uk

¢ BioMed Proofreading LLC: http://www.biomedproofreading.com

SECOES
Microbiologia Industrial: Fermentacao Bacteriana

e Biossintese e bioconversdo de produtos naturais, como: antibidticos;
xenobidticos e macromoléculas produzidas por bactérias.


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_serial&pid=1517-8382&lng=pt&nrm=iso
http://www.scielo.br/revistas/bjm/pinstruc.htm#001
http://www.scielo.br/revistas/bjm/pinstruc.htm#002
http://www.scielo.br/revistas/bjm/pinstruc.htm#003
http://www.scielo.br/revistas/bjm/pinstruc.htm#004
http://www.journalexperts.com/?rcode=BSM1
mailto:joroberts@uol.com.br
http://www.scielo.br/revistas/bjm/www.atotraining.com.br
mailto:julian.gross@pharm.ox.ac.uk
http://www.biomedproofreading.com/
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e Aspectos moleculares de biotecnologia bacteriana.
Microbiologia Industrial: Fermentacao Fuangica

e Biossintese e bioconversdo de produtos naturais, como: antibidticos;
xenobidticos e macromoléculas produzidas por fungos.

e Aspectos moleculares de biotecnologia fungica.
Microbiologia de Alimentos: Tecnologia de Alimentos

e Aplicacdes de microrganismos (bactérias e fungos) na producdo de alimentos.
Microbiologia de Alimentos: Seguranca e Qualidade dos alimentos

e Doencgas de origem alimentar.
e Deterioragdo de alimentos.

e Ecologia microbiana em alimentos.
Microbiologia Médica: Patogénese Bacteriana

e Bases genéticas, bioquimicas e estruturais da patogénese bacteriana.
Microbiologia Médica: Bacteriologia Clinica

e Estudos sobre bactérias de importancia médica.
Microbiologia Médica: Patogenicidade de Fungos

e Bases genéticas, bioquimicas e estruturais da patogénese fungica.
Microbiologia Médica: Micologia Clinica

e Estudos sobre fungos de importancia médica.
Microbiologia Ambiental: Ecologia Microbiana

e Ecologia de grupos microbianos naturais; diversidade microbiana de ambientes
naturais, como agua, solo, sedimentos e organismos superiores.

e Interagdes microbianas.
Microbiologia Ambiental: Biotecnologia

e Aspectos ambientais de saude publica.

e Biodegradacao.

e Biorremediacao.

e Consideragdes ambientais para microrganismos geneticamente modificados.
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Fisiologia de Fungos

e Bioquimica de fungos, biofisica, metabolismo, estrutura celular, respostas a
fatores de estresse, crescimento, diferenciacdo e outros processos relacionados.

Fisiologia de Bactérias

e Biogquimica de bactérias, biofisica, metabolismo, estrutura celular, respostas a
fatores de estresse, crescimento, diferenciacdo e outros processos relacionados.

Genética e Biologia Molecular de Fungos

e Genética de fungos, biologia molecular, regulacdo génica, replicacdo e reparo de
DNA, proteomas e transcriptomas

Genética e Biologia Molecular de Bactérias

e Genética de bactérias, biologia molecular, regulacdo génica, replicagdo e reparo
de DNA, proteomas e transcriptomas

Genética e Biologia Molecular de Virus

e Genética de virus, biologia molecular, regulacdo génica, replicacdo e reparo de
DNA, proteomas e transcriptomas

Microbiologia Veterinaria

e Doencgas de animais
e Controle e/ou tratamento de animais
e Diagnostico de patdégenos de animais

e Patdégenos veterinarios ou zoondticos
Ensino de Microbiologia

e Estratégias de ensino em microbiologia

¢ Novas ferramentas de ensino em microbiologia

Submissao de um artigo

Um artigo para ser submetido ao Brazilian Journal of Microbiology nao deve ter sido
previamente publicado (exceto na forma de resumo) nem ter sido submetido em
qualquer outro periddico.

As instrugdes para submissao online estdao disponiveis neste site.

Todos os autores serdo informados por mensagem eletronica a respeito da submissdo
eletronica. A mensagem também questionard se todos os autores concordam com a
submissdo. Auséncia de resposta sera considerada como concordancia a submissdo.
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A responsabilidade pela exatiddo do conteddo do manuscrito é de inteira
responsabilidade dos autores.

Publicacao do artigo

Os artigos sdo aceitos para publicacdo apds terem sido revisados de forma critica por pelo
menos dois revisores, indicados pelos editores.

As sugestdes e recomendacdOes dos revisores e editores serdao encaminhadas
eletronicamente ao autor para correspondéncia, o qual devera retornar o artigo revisado
aos editores na data estipulada, pelo sistema online. O autor para correspondéncia
devera explicar ou comentar as alteragGes introduzidas no texto.

O autor para correspondéncia receberd uma mensagem eletrénica sempre que houver
alteragao dostatus do artigo.

Ndo é necessario ser associado da Sociedade Brasileira de Microbiologia para submeter
artigo para publicacdo.

Todos os cientistas, brasileiros ou estrangeiros, sdao convidados a submeterem artigos
para publicacao.

ETICA

O(s) autor(es) devem informar, no texto do artigo, se o projeto de pesquisa foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa de sua Instituicdo, em consoante a Declaracdo de
Helsinki (http://www.ufrgs.br/HCPA/gppg/helsin5.htm). Nos trabalhos experimentais que
envolvem animais, as normas estabelecidas no "Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals" (Institute of Laboratory Animal Resources, National Academy of Sciences,
Washington, D. C. 1996), e os "Principios Eticos na Experimentacdo Animal do Colégio
Brasileiro de Experimentacgao Animal (COBEA -
http://www.cobea.org.br/index.php?pg=Principios%?20Eticos) devem ser respeitados.

Preparo do artigo

O Artigo devera ser submetido como um Unico arquivo em WORD. Este arquivo deve
conter texto, figuras, tabelas, etc. Serdao aceitas apenas submissdes de artigos redigidos
em inglés.

Para artigos originais, o arquivo em WORD deve conter:

e Titulo

e Autores e AfiliagOes

e Resumo (200 a 250 palavras)
e 3 a5 palavras-chave

e Introdugao

e Material e Métodos


http://www.ufrgs.br/HCPA/gppg/helsin5.htm
http://www.cobea.org.br/index.php?pg=Principios%20Eticos
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e Resultados
e Discussdes
e Agradecimentos (opcional)

e Referéncias
Para notas prévias, o arquivo em WORD deve conter:

e Titulo

e Resumo (até 50 palavras)

e 3 a5 palavras-chave

e Texto nao dividido em topicos
e Agradecimentos (opcional)

e Referéncias
Para artigos de revisao, o arquivo em WORD deve conter:

e Titulo

e Resumo (200 a 250 palavras)
e 3 a5 palavras-chave

e Texto

e Agradecimentos (opcional)

e Referéncias

Os artigos devem ser digitados com espaco duplo, margens de 3 cm e numerados
seqliencialmente. As linhas das paginas do artigo devem ser numeradas. Os editores
recomendam que antes da submissdo o artigo seja lido de forma critica por alguém
fluente em lingua inglesa. Os artigos escritos com inglés de baixa qualidade ndo serdo
aceitos.

Artigos Originais e Artigos de revisdo deverdo conter até, no maximo, 20 paginas,
incluindo referéncias tabelas e figuras.

Notas prévias devem conter 10 pdaginas. Figuras e tabelas devem estar restritas a, no
maximo, duas figuras ou duas tabelas ou uma figura e uma tabela.

Abreviaturas e simbolos devem seguir as recomendacgbes da IUPAC-
IUB Comission (Comission on  Biochemical @~ Nomenclature, @ Amendments and
Corrections). As unidades de medida devem seguir o Sistema Internacional de
Unidades.

As referéncias no texto devem ser citadas pelos seus nimeros. As citagdes de autores
no texto devem ser feitas de acordo com o seguinte exemplo: Bergdoll (nimero)
reported that..., Bailey and Cox (nimero) observed that..., ou Smith et al. (nUmero)
mentioned that...Nao use caixa alta para redigir o nome completo dos autores.
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SUGESTOES DE REVISORES

Os autores poderdao enviar sugestdes de revisores para avaliacdo dos artigos. Deverao
constar as seguintes informagdes: nome; e.mail e Instituicdo de Origem.

USO DE EXTRATOS DE PLANTAS EM EXPERIMENTOS MICROBIOLOGICOS

Artigos que apresentarem estudos com extratos de plantas, ou extratos de outras
substancias complexas, serdo aceitos apenas apos identificagdo dos compostos.

Os autores podem precisar, ou desejar, fazer uso de servicos de edigdo de linguas para
melhorar a qualidade do inglés e, portanto, a qualidade final do texto. Este tipo de
assisténcia é recomendada antes mesmo da submissdao dos artigos ou, no caso de
solicitacdo pelos revisores, antes do artigo ser definitivamente aceito para publicacdo.
Autores que ndo sdo nativos de lingua inglesa que desejem assisténcia na escrita em
inglés podem considerar as seguintes sugestoes:

e American Journal Experts: http://www.JournalExperts.com?rcode=BSM1

e Joanne Roberts: joroberts@uol.com.br

e ATO Traducdes: www.atotraining.com.br

e Prof. Julian D. Gross, University of Oxford, Oxford Biomedical
Editors: julian.gross@pharm.ox.ac.uk

e BioMed Proofreading LLC: http://www.biomedproofreading.com

ORGANIZACAO

O Titulo deve ser conciso, ndo conter abreviacGes e indicar claramente o tema do
artigo.

Expressdes como "Effects of", "Influence of", "Study on", etc, devem ser evitadas. Os
cuidados na escolha das palavras do titulo sdo importantes, pois sdo usadas em
sistemas eletrénicos de busca.

O Resumo deve resumir o conteudo bdasico do artigo. Ele deve ser representativo do
texto. Ndo deve conter referéncias, tabelas nem abreviagdes pouco usuais. Sao de
grande importancia, pois serdo lidos por muitas pessoas que ndo tém acesso ao artigo
completo.

A Introdugao deve oferecer informagdes que possibilitem ao leitor avaliar
adequadamente os resultados apresentados no artigo sem que obrigatoriamente tenha
que recorrer a literatura corrente. No entanto, a introdugdo ndo deve ser uma extensa
revisdao de literatura. Deve informar claramente as justificativas e os objetivos do
artigo.

Os Materiais e Métodos devem proporcionar informacgdes suficientes para que outros
pesquisadores possam reproduzir o trabalho. A repeticdo de detalhes de procedimentos
gue ja tenham sido publicados em outros artigos deve ser evitada. Se um método


http://www.journalexperts.com/?rcode=BSM1
mailto:joroberts@uol.com.br
http://www.atotraining.com.br/
mailto:julian.gross@pharm.ox.ac.uk
http://www.biomedproofreading.com/
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publicado for modificado, tais modificacdes devem estar claras no artigo. Fontes de
reagentes, meios de cultura e equipamentos (empresa, cidade, estado e Pais) devem
ser mencionadas no texto. Nomes que sdo marcas registradas devem ser claramente
indicados. Subtitulos podem deixar este topico mais facil de ler e entender.

Os Resultados devem, por meio de texto, tabela e/ou figuras dar os resultados dos
experimentos. Se o item Discussao for incluido, evite interpretacdes extensas dos
resultados, pois isto deverd ser feito na discussdo. Se os Resultados e
Discussoes forem redigidos concomitantemente, entdo os resultados devem ser
discutidos no local mais apropriado do texto. Tabelas e figuras devem ser numeradas
em algarismos arabicos. Todas as tabelas e figuras devem ser mencionadas no texto.

O local aproximado das tabelas e figuras no texto deve ser indicado.
O item Discussao deve discutir os resultados em fungao da literatura citada.

As Referéncias devem ser redigidas em ordem alfabética e comecar pelo Gltimo nome
do primeiro autor. Todos os autores devem ser citados. As citacdes no texto devem ser
escritas pelo Ultimo nome do primeiro autor, seguido pelo ano de publicagdo. Como
exemplo, tem-se: "... while Silva and Pereira (1987) observed that resistance depended
on soil density" ou "It was observed that resistance depended on soil density (Silva and
Pereira, 1987)." Para a citacdo de dois ou mais artigos do mesmo autor, liste em ordem
cronoldgica sendo que os anos devem ser separados por virgula (exemplo: Freire-Maia
et al., 1966a, 1966b, 2000; Hene 2010; Padonou et al., 2012). Os nomes dos
periédicos devem ser abreviados de acordo com o BIOSIS. Todas as referéncias
incluidas na lista final devem ter sido citadas no texto e todas as referéncias
mencionadas no texto devem aparecer na lista final.

Exemplos:

a. Artigos de Periddicos
Brito DVD, Oliveira EJ, Darini ALC, Abdalla VOS, Gontijo-Filho PP (2006)
Outbreaks associated to bloodstream infections with Staphylococcus aureus and
coagulase-negative Staphylococcus spp in premature neonates in a university
hospital from Brazil. Braz J Microbiol37:101-107.

b. Artigos ou Capitulos de Livro
Franco BDGM, Landgraf M, Destro MT, Gelli DS, (2003) Foodborne diseases in
Southern South America. In: Miliotis, M.D., Bier, J.W.(eds). International
Handbook of Foodborne Pathogens. Marcel Dekker, New York, USA, 733-743.

c. Livros
Montville TJ, Matthews KR (2005) Food Microbiology - an introduction. ASM
Press, Washington, D.C.

d. Patentes
Hussong RV, Marth EH, Vakaleris DG. January 1964. Manufacture of cottage
cheese. U.S. Pat. 3, 117, 870.

e. Teses e Dissertacoes
Santos MVB (2005) O papel dos anticorpos contra os componentes da parede
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Nomendature and Descriptions of Organisms
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source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you embed vour figures
in the text. See also the section on Electronic artwork,

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check’
functions of yvour word processor,
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Subdivision - numbered sections
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1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...}, 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
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Introduction
State the objectives of the work and provide an adeguate background, avoiding a detailed literature
survey of a summary of the results,

Material and methods
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should be
indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Results
Results should be clear and concise,

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them, A combined Results
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Conclusions
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abbreviations and formulae where possible,

s Author names and affiliations, Where the family name may be ambiguous (e.g., a double name),
please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was
done) below the names, Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately after
the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of each
affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of each author,

s Carresponding authar. Clearly indicate who will handle correspondencs at all stages of referesing
and publication, also post-publication. Ensure that phone numbers {with country and area
code) are provided in addition to the e-mail address and the complete postal address.
Contact details must be kept up to date by the corresponding author.

s Present/permanent address, If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Fresent address' {or 'Permanent address') may be indicated as
a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address, Superscript Arabic numerals are used for such footnotes,

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major condusions, An abstract is often presented separately from
the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if
essential, then cite the author(s) and year(s), Also, non-standard or uncommon abbreviations should
be avoided, butif essential they must be defined at their first mention in the abstract itself

The abstract should not excesd 200 words,

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that convey
the core findings of the article and should be submitted in a separate file in the online subrmission
system, Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85
characters, including spaces, per bullet point), See http: /Awiww. elsevier. com/highlights for examples,
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Immediately after the abstract, provide a maximum of & keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and’, 'of ). Be sparing
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible, These keywords
will be used for indexing purposes,

Define abbreviations that are not standard in this field in a foothote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote, Ensure consistency of abbreviations throughout the article,

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise, List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, =tc.),

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international systermn of units (SI). If
other units are mentioned, please give their equivalent in SI.

Follow internationally accepted rules and conwventions: use the international system of units (SI),
If other guantities are mentionead, give their equivalent in SI. You are urged to consult IUPALC:
Momenclature of Organic Chemistry: http /fwwew iupac, org)/ for further information.

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their readers one-
click access torelevant databases that help to build a better understanding of the described research,
Please refer to relevant database identifiers using the following format in vour article: Databasze: xxxx
{e.g, TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053, PDB: 1xXFN), See http:/fwww, elsevier.com/databaszelinking
for more information and a full list of supported databases,

Footnotes should be used sparingly. NMumber them consecutively throughout the article, using
superscript Arabic numbers, Many wordprocessors build footnotes into the text, and this feature may
be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and present the
footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include foctnotes in the Reference
list.

Table footnates

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter,

Flectronic artwark
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* Make sure you use uniform lettering and sizing of vour original artwork,

* Embed the used fonts if the application provides that option,

* Aim to use the following fonts in vour illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbal, or
use fonts that look similar.

s Number the illustrations according to their sequence in the text

s Uze alogical naming convention for your artwork files.

s Provide captions to illustrations separately,

s Size the illustrations close to the desired dimensions of the printed version,

s Submit each illustration as a separate file.

& detailed guide on electronic artwork is available on our website:

bttp e, elsevier comfartwaorkinstructions

¥ou are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here,
Formats

If vour electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'asis' in the native document format,

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when vour electronic artwork is
finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resclution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):
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EPS (or PDF): Wector drawings, embed all used fonts,

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF {or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixelz) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of
500 dpi.

Please do not:

o Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMF FICT, WP3),; these typically have a
low number of pixelz and limited set of colors;

* Supply files that are too low in resolution;

s Submit graphics that are disproportionately large for the content,

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appearin
color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations
are reproduced in color in the printed version, For color reproduction in print, yvou will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate vour preference for color: in print or on the Web only. For further information on the
preparation of electronic artwork, please see http:/Awiwew. elsevier com/fartworkinstructions,

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures to 'gray
scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in addition usable
black and white versions of all the color illustrations.

Figure captians

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure, A
caption should comprise a brief title (not on the figure itzelf) and a description of the illustration. Keep
text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Mumber tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Flace footnotes to tables
below the table body and indicate them with supersaript lowercase letters, Avoid vertical rules, Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate results
dezcribed elzewhere in the article,

Appropriate indications of replication and variability should be included,

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa), Any references cited in the abstract must be given in full, Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text, If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'‘Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication,

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by onlineg links to
the sources cited, In order to allow us to create links to sbstracting and indexing services, such as
Scopus, CrozsRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are correct, Please
note that incorrect surnames, journal/bock titles, publication year and pagination may prevent link
creation. When copying references, please be careful as they may already contain errors, Use of the
DOl is encouraged.

Web references

Az a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed, Any
further information, if known (DO, author names, dates, reference to a source publication, etc. ],
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list,

References in & special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any dtations in
the text) to other articles in the same Special [ssue,
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Reference farmatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References canbein any style
or format as long as the style is consistent, Where applicable, author(s) name(s), journal title/book
title, chapter titlefarticle title, vear of publication, volume number/book chapter and the pagination
must be present, Use of DOI is highly encouraged, The reference style used by the journal will be
applied to the accepted artide by Elsevier at the proof stage, Note that missing data will be highlighted
at proof stage for the author to correct. If vou do wish to format the references vourself they should
be arranged according to the following examples:

Reference style

Text: Citations in the text should follow the referencing style used by the American
Psychological Association. You are referred to the Publication Manual of the American Psychological
Association, Sixth Edition, ISBN 978-1-4338-0561-5, copies of which may be ordered from
bttp/fbocks, apa.org/books, cfm?id=4200067 or APA Order Dept.,, RO.B. 2710, Hyattsville, MD
20784, USA or APA, 3 Henrietta Street, London, WC3E LU, UK,

List: references should be arranged first alphabetically and then further sorted chronclogically if
necessary, More than one reference from the same author(s) in the same vear must be identified by
the letters 'a', 'b', 'c', etc, placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Wan der Geer, 1, Hanraads, 1. A, ], & Lupton, R, A, (2010). The art of writing a scientific article,
Journal of Scientific Communications, 162, 51-59,

Reference to a book:

Strunlk, W, Jr, & Whits, E, B, (2000), The elements of style, (dth ed.). New York: Longman, (Chapter
47,

Reference to a chapter in an edited boolk:

Mettam, G. R., & Adams, L. B, (2009). How to prepare an electronic version of yvour article, In B, &,
Jones, & R, Z. Smith (Eds.), Introduction to the electronic age (pp. 281-304), New York: E-Publishing
Inc,

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research, Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body
text where it should be placed. 2ll submitted files should be properly labeled so that they directly
relate to the video file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the files in one of our recommended file formats with a preferred maximum
size of 50 MB. Yideo and animation files supplied will be published online in the slectronic version
of vour article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: http:/fwiww, sciencedirect. oom,
Please supply 'stills' with vour files: you can choose any frame from the wideo or animation or
make a separate image. These will be used instead of standard icons and will personalize the
link to wvour video data. For more detailed instructions please wisit our video instruction pages at
bttpfeewnw, elsevier.com/artworkinstructions, Note: since video and animation cannot be embedded
in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and the print version
for the portions of the article that refer to this content,

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published article,
AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online article on
Sciencelirect, This gives authors the opportunity to summarize their research in their own words and
to help readers understand what the paperis about. More information and examples are available at
bttp Sfwewew, elsevier.comfaudioslides, Authors of this journal will automatically receive an invitation
e-mail to create an AudioSlides presentation after acceptance of their paper.

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance yvour scientific research,
supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-
resolution images, background datasets, sound clips and more, Supplementary files supplied will be
published online alongside the electronic version of your artide in Elsevier Web products, including
Sciencelirect: http: /fwww, sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is
directly usable, please provide the data in one of our recommended file formats, Authors should
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submit the material in electronic format together with the article and supply a concise and descriptive
caption for each file, For more detailed instructions please wisit our artwork instruction pages at
hittp v, elsevier. com/artworkinstructions,

You can enrich your online articles by providing phylogenetic tree data files (optional ) in Newick
or NeXML format, which will be visualized using the interactive tree viewer embedded within the
online article. Using the viewer it will be possible to zoom into certain tree areas, change the tree
layout, search within the tree, and collapse/expand tree nodes and branches, Submitted tree files
will also be available for downloading from your online article on ScienceDirect. Each tree must be
contained in an individual data file before being uploaded separately to the online submission system,
via the 'phvlogenetic tree data' submission category, MNewick files must have the extension .new
or .nwk (note that a semicolon is needed to end the tree), Please do not endose comments in
Mewick files and also delete any artificial line breaks within the tree data because these will stop the
tree from showing. For NexML, the file extension should be .xml. Please do not enclose comments
in the file, Tree data submitted with other file extensions will not be processed. Please make sure
that you validate your MNewick/NeXML files prior to submission. For more information please see
Rttp A wnew, elsevier.com/phyl ogenetictraes,

The following list will be useful during the final checking of an artide prior to sending it to the journal
for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

* E-mail address

s Full postal address

* Fhone numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

s Keywords

o Al figure captions

¢ 4| tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

s Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

s References are in the correct format for this journal

o Al references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

* Permizsion has been cbtained for use of copyrighted material from other sources (including the Web)
s Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of charge)
and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in blad<-and-white in print
o If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also supplied for
printing purposes

For any further information please visit our customer support site at hittp: //support. elsevier.com,

AFTER ACCEPTANCE

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents, The DOI
consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by the publisher
upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes. Therefore, it iz an ideal
medium for citing a document, particularly 'Articles in press' because they have not yet received their
full bibliographicinformation. Example of a correctly given DOI (in URL format; here an article in the
journal Physics Letters B):

http/fd=.doi org/10. 1016/, phvsleth, 2010,09,059

When you use a DOI to create links to documents on the web, the DOls are guarantzed never to
change.

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our ProofCentral system, allowing
annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word: in addition to
editing text, vou can also comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editor,
Weh-based procfing provides a faster and less error-prone process by allowing yvou to directly type
your corrections, eliminating the potential introduction of errors,
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[fpreferred, vou can still choose to annotate and upload your edits on the POF version. All instructions
for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative methods to the online
version and PDF

We will do everything possible to get vour article published quickly and accurately - please upload
all of your corrections within 48 hours, It is important to ensure that all corrections are sent back
to us in one communication. Flease cheds carefully before replying, as incusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Procfreading is solely yvour responsibility. Note that Elsevier may
proceed with the publication of your article if no response is received.

The corresponding author, at no cost, will be provided with a POF file of the article via e-
mail (the POF file is a watermarked wersion of the published article and includes a cover sheet
with the journal cover image and a disclaimer outlining the terms and conditions of use). For
an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once
the article is aoccepted for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints
at any time wia Elsevier's WebShop (http:/fwebshop elsevier com/myarticleservices/offprints].
Authors  requiring  printed  copies  of multiple  artides  may use Elsevier wWebShop's
'Create  Your Own Book' service to  collate  multiple  articles  within a  single  cover
(http: /fwebshop . elsevier com/myarticleservices/offprints/myarticlesservices/booklets],

AUTHOR INQUIRIES

For inquiries relating to the submission of articles (including electronic submission) please visit
this journal's homepage. For detailed instructions on the preparation of electronic artwork,
please visit http/Awewnw elsevier.com/artworkinstructions, Contact details for questions arising after
acceptance of an article, especially those relating to proofs, will be provided by the publisher.
You can track accepted articles at http://woww. elsevier com/trackarticle. You can also check
our Author FAQs at http:/Sweew.elsevier comfauthorFAQ and/or contact Customer Support wvia
http/fsupport.elsevier com,

@ Copyright 2012 Elsevier | hitp: Afwww.elsevier.com
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