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RESUMO

A fermentacdo espontanea foi por muitos anos o principal meio para a fabricagdo do que
conhecemos por péo. A utilizacdo do fermento natural vem sendo motivada pelas caracteristicas
positivas empregadas na utilizacio desse tipo de fermento. As Bactérias Acido Léticas (BAL)
e as leveduras desse tipo de fermentacdo sdo os principais responsaveis pelos compostos de
sabor, aroma, flavor, textura e volume do pao, bem como, contribuem no desenvolvimento do
gluten, no controle microbiano, gerando uma maior vida de prateleira do pdo. Portanto, o
objetivo desse estudo foi selecionar cepas de Lactobacillus spp. como cultivo iniciador e avaliar
as caracteristicas microbioldgicas e fisico-quimicas do fermento natural e dos pées elaborados.
Inicialmente foi feita uma avaliacdo das cepas Lf 56, Lpc 106, Lpe 129, Lf 139 e Lf 141 através
das etapas de acidificacdo, protedlise e producao de exopolissacarideo e com base no resultado
dessa avaliacdo, foram selecionadas as cepas Lf 56, Lpe 129 e Lf 139 e a partir delas foram
desenvolvidos trés tipos de fermento natural mais um controle. Todas as etapas de producéo do
fermento e dos pées foram realizadas nas mesmas condi¢des para todas as amostras, aliquotas
dos fermentos e dos pdes foram tomadas para as analises microbiolégicas e fisico-quimicas
durante dez dias de propagacdo. No 11° dia de propagacdo dos fermentos, os pdes foram
elaborados sob as mesmas condic¢des, com exce¢do do pao comercial, elaborado com levedura
comercial. Os resultados das analises microbioldgicas e fisico-quimicas dos fermentos e paes
elaborados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA), realizando-se teste de média de
Tukey ao nivel de 5% de significancia (p<0,05), assim como para a avaliagcdo sensorial. Os paes
elaborados foram analisados no tempo 0, 1, 3 e 7 dias para os parametros microbiolédgicos e
fisico-quimicos. Entre os pées elaborados com BAL, os resultados mostraram-se positivos para
as amostras inoculadas com os fermentos naturais 129 e 139, ambas resistiram bem ao
armazenamento de no minimo 7 dias, a amostra 56 apresentou pontos de deteriora¢do no mesmo
periodo. O desenvolvimento de fermento natural inoculado com as cepas selecionadas permitiu
a producéo de fermentos com maior controle microbiolégico, além da producdo de pdes com
maior padronizagdo. Ao prazo de 14 dias de armazenamento, todas as amostras foram
deterioradas por acdo fungica. A avaliacdo sensorial nos pées C, 56, 129 e 139 foi realizada
por meio do método de Analise Descritiva Quantitativa (ADQ) que identificou que nos paes
elaborados com BAL a acidez caracteristica identificada nas analises microbiologicas e fisico-
quimicas ndo foi notada durante a analise sensorial, no entanto, foi identificado que as amostras
adicionadas de BAL obtiveram os maiores valores no quesito textura. No futuro, recomenda-se
maiores estudos investigando o potencial antimicrobiano das cepas Lpe 129 e Lf 139 frente a
fungos deterioradores de produtos de panificacao.

Palavras-chave: Panificacio. Sourdough. Bactérias Acido Laticas.



ABSTRACT

Spontaneous fermentation was for many years the main means for the manufacture of what we
know as bread. The use of natural yeast has been motivated by the positive characteristics used
in the use of this type of yeast. Lactic Acid Bacteria (BAL) and yeasts from this type of
fermentation are mainly responsible for the compounds of flavor, aroma, flavor, texture and
volume of bread, as well as contributing to the development of gluten, in microbial control,
generating a longer life of bread shelf. Therefore, the objective of this study was to select strains
of Lactobacillus spp. as a starter crop and evaluate the microbiological and physicochemical
characteristics of natural yeast and prepared breads. Initially, an evaluation of the strains Lf 56,
Lpc 106, Lpe 129, Lf 139 and Lf 141 was carried out through the stages of acidification,
proteolysis and exopolysaccharide production and based on the result of this evaluation, the
strains Lf 56, Lpe 129 and Lf 139 and from them three types of natural yeast plus a control were
developed. All stages of production of the yeast and breads were carried out under the same
conditions for all samples, aliquots of the yeasts and breads were taken for microbiological and
physical-chemical analyzes during ten days of propagation. On the 11th day of the yeast spread,
the breads were made under the same conditions, with the exception of commercial bread, made
with commercial yeast. The results of the microbiological and physical-chemical analyzes of
the prepared yeasts and breads were subjected to analysis of variance (ANOVA), with Tukey's
mean test at the 5% level of significance (p <0.05), as well as for sensory evaluation. Elaborated
breads were analyzed at 0, 1, 3 and 7 days for microbiological and physical-chemical
parameters. Among the breads made with BAL, the results were positive for samples inoculated
with natural yeasts 129 and 139, both resisted storage for at least 7 days, sample 56 showed
deterioration points in the same period. The development of natural yeast inoculated with the
selected strains allowed the production of yeasts with greater microbiological control, in
addition to the production of breads with greater standardization. Within 14 days of storage, all
samples were damaged by fungal action. The sensory evaluation in breads C, 56, 129 and 139
was performed using the method of Quantitative Descriptive Analysis (ADQ) which identified
that in breads made with BAL the characteristic acidity identified in microbiological and
physical-chemical analyzes was not noted during the analysis sensory, however, it was
identified that the added samples of BAL obtained the highest values in the item texture. In the
future, further studies are recommended investigating the antimicrobial potential of the strains
Lpe 129 and Lf 139 against fungi that deteriorate bakery products.

Key words: Bread making. Sourdough. Lactic Acid Bacteria.
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1 INTRODUCAO

O processo de fabricacdo do péo foi por muitos anos baseado na fermentagédo espontanea
sofrida pela mistura da farinha, naturalmente contaminada com bactérias e leveduras selvagens
e algum liquido. Geralmente, esse processo sofre variacdes de acordo com a microbiota,
condicGes de fermentacdo e tipo de matéria prima empregada. A producédo de paes fermentados
de forma espontanea acontece desde aproximadamente 3000 a.C. (CAUVAIN, 2016;
MINERVINI et al., 2016).

A utilizacdo cada vez mais maior de fermento natural, também conhecido por
sourdough, levain, massa madre ou massa azeda, na produgéo de pdes vem sendo motivada
pelas caracteristicas positivas gerada pela adocao desse tipo de fermento e que o diferenciam
de um péo tradicional, comumente elaborado a partir de cepas do fermento industrializado
Saccaromyces cerevisae. (MINERVINI et al 2010; STEFANELLO 2018).

O fermento natural é basicamente composto de uma mistura de farinha de cereais e 4gua,
na qual se desenvolve uma populacdo heterogénea de bactérias, principalmente bactérias acido
laticas (BAL) e leveduras que serdo responsaveis pela fermentacdo, tais microrganismos
conferem ao produto caracteristicas peculiares de sabor, aroma e flavor, bem como participam
ativamente no processo de producao de &cidos organicos, contribuem na textura e volume do
produto, ajudam na formacédo da rede tridimensional de gluten e a acidificacdo gerada nesse
processo promove o controle microbiano e potencializa a vida de prateleira do produto.
(MINERVINI et al 2010; CODA et al 2014; VENTIMIGLIA et al., 2015).

A adigdo de microrganismos, sobretudo de forma isolada, vem sendo bastante explorada
em produtos de panificacao, diversos estudos corroboram que o uso de culturas iniciadoras na
producdo de fermento natural, principalmente a partir das BAL tém se mostrado
tecnologicamente viavel, seja na utilizacdo de uma Gnica cepa ou em conjunto com outras cepas
e/ou leveduras. Esses mesmos microrganismos, majoritariamente pertencentes ao género
Lactobacillus spp., na fermentacdo, exercem funcdes de grande importancia, atuando na
producdo de compostos que conservam e diminuem as chances de contaminagdo por
microrganismos deteriorantes e/ou patdégenos. (CODA et al 2014; HADAEGH et al 2017;
MARTINBIANCO et al 2013; REALE et al 2016; TODOROV, FRANCO 2010).

Na utilizacdo de cepas de Lactobacillus spp. como culturas iniciadoras, algumas
espécies se mostram mais adequadas, a exemplo: L. plantarum, L. casei, L. pentosus, L.
sanfranciscensis, entre outras, adaptando-se com mais facilidade a microbiota do fermento
natural (RANDAZZO et al., 2005; VENTIMIGLIA et al., 2015). Conjuntamente, nas Gltimas
décadas, o uso de bactérias acido laticas produtoras de exopolissacarideo (EPS) tém se
intensificado e ganhado interesse na industria de panificacdo, devido ao biopolimero
naturalmente encontrado nesses microrganismos, que assim, juntamente com as leveduras,
produzem diversos metabolitos que atuam de forma benéfica e determinam caracteristicas
positivas no fermento e pédes. (LYNCH, COFFEY, ARENDT, 2017; MORONI et al., 2009).
Independente da sua origem, as BAL demonstram através das inUmeras pesquisas possuir
grande potencial tecnoldgico quando aplicadas na area da panificacdo, seja no desenvolvimento
de novos produtos como no aperfeicoamento de protocolos ja existentes.



10

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar cepas de Lactobacillus spp. como cultivo iniciador e seu impacto nas
caracteristicas de fermento natural e qualidade de pées.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar espécies de Lactobacillus spp. com base nas caracteristicas tecnoldgicas
apresentadas para produtos de panificacao;

e Elaborar fermento natural inoculado ou ndo com Lactobacillus spp. selecionados;

e Elaborar pdes com fermento natural inoculados ou ndo com Lactobacillus spp.
selecionados;

e Auvaliar as caracteristicas microbioldgicas e fisico-quimicas do fermento natural durante
0 periodo de propagacéo;

e Avaliar as caracteristicas microbioldgicas e fisico-quimicas dos pées durante o periodo
de envelhecimento;

e Auvaliar as caracteristicas sensoriais dos pées elaborados.
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3 MATERIAL E METODOS

A elaboragao dos fermentos naturais e dos paes foi realizada no Laboratério
Gastronomico/CTDR/UFPB. As andlises fisico-quimicas no Laboratério de Andlises Fisico-
quimicas/CTDR/UFPB. A determinacdo de cor foi realizada no Laboratério de
Bromatologia/CCS/UFPB. As analises microbioldgicas no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos/CTDR/UFPB. A andlise sensorial foi realizada no Laboratério de Andlise
Sensorial/ CTDR/UFPB.

3.1 MATERIAIS

Foram utilizados como ingredientes para elaboracdo dos fermentos naturais e pées:
farinha de trigo tipo 1 (Dona Benta, Moinho J. Macédo, Salvador, Brasil); sal refinado, agucar
cristal e manteiga. Para os pdes denominados de “Comercial” também se utilizou fermento
biolégico seco instantaneo (Dr. Oetker, Sdo Paulo, Brasil). Todos os ingredientes foram
adquiridos em supermercados locais da cidade de Jodo Pessoa-PB.

Foram testadas cinco cepas de Lactobacillus spp. pertencentes ao banco de cepas do
Laboratério de Bioquimica e Microbiologia de Alimentos/CCS/UFPB, as quais sdo descritas
no Quadro 1:

Quadro 1 — Descricédo das cepas de Lactobacillus spp. selecionadas para estudo do potencial
uso para cultura starter em panificacéo.

Cepa Origem Referéncia
Lactobacillus fermentum 56 (Lf | Residuo de Acerola (Malpighia | GARCIA et al., 2016;
56) glabra L.) GARCIA et al., 2018.
Lactobacillus paracasei 106 | Residuo de Graviola (Annona

(Lpc 106) muricata L.)

Lactobacillus pentosus 129 (Lpe | Residuo de Manga (Mangifera

129) indica L.)

Lactobacillus fermentum 139 | Residuo de Manga (Mangifera

(Lf139) indica L.)

Lactobacillus fermentum 141 | Residuo de Manga (Mangifera

(Lf 141) indica L.)

Fonte: Dados da pesquisa

As cepas foram mantidas em caldo MRS suplementado com 200 pL de solucdo de
glicerol 80% sob congelamento (-18 °C). A cada necessidade de utilizacdo uma aliquota era
tomada dos respectivos criotubos, inoculada em caldo MRS e incubada a 37 °C / 24h até
formacéo de biomassa visivel.

3.2 METODOS
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3.2.1 Avaliacao das caracteristicas tecnoldgicas de espécies de Lactobacillus spp. para
produtos de panificacdo

3.2.1.1 Acidificacgéo (pH)

A acidificacdo das cepas testadas foi avaliada in vitro, usando um caldo de farinha esteril
(CFE) preparado conforme descrito por Alfonzo et al. (2013). As cepas foram inoculadas em
caldo MRS até fase estacionaria e em seguida coletadas por centrifugacao a 5000 g/ 5 min, com
posterior lavagem do pellet em tampdo PBS (duas vezes), ap6s padronizacdo do indculo
bacteriano a OD625nm = 1,0. As amostras selecionadas foram inoculadas uma a uma,
separadamente (1%, v/v) em 20 mL de CFE e incubados durante 24 h/30°C. O pH foi medido
em intervalos de 2 h, 4h, 6h e 8 h de incubacdo, e apds em intervalos de 24, 48 e 72 h ap0s a
inoculagéo inicial (VENTIMIGLIA et al., 2015). As amostras foram mantidas a temperatura
constante de 30°C em estufa, até Gltima leitura (72h).

3.2.1.2 Protedlise

A protedlise extracelular das cepas foi avaliada em placas de agar, segundo método
descrito por Vermelho et al. (1996). Foi utilizado gelatina (Sigma e Aldrich) como substrato de
protease, incorporados em cada meio a 1% (p / v). A atividade proteolitica foi considerada
positiva quando um halo > Imm foi identificado e negativa se esse halo era < Imm.

3.2.1.3 Producéo de exopolissacarideo (EPS)

As cepas de Lactobacillus spp. foram cultivadas em caldo MRS suplementado com
glicose a 2% (p/v) durante 3 dias a 37 °C sob anaerobiose (Anaerogen System Anaerogen,
Oxoid, Hampshire, UK). As células foram centrifugadas (4500 x g 20 min, 20 °C), misturadas
em uma propor¢do de 1: 2 com etanol frio a 95% (v / v) (Fmaia, Minas Gerais, Brasil), e
mantidas a 4 °C durante 24 h para induzir a precipitacdo do exopolissacarideo (EPS). Os
precipitados de EPS foram recuperados por centrifugacdo (2000 x g, 15 min, 4 °C), lavados
com agua destilada e secos a 55 °C até peso constante. O peso seco (mg/l) foi medido para
determinar a quantidade de EPS produzido (ALBUQUERQUE et al., 2017).

3.2.2 Preparacao dos indculos e elaboracéo dos fermentos naturais

A partir da avaliacdo da acidificacdo, proteolise e producdo de EPS foram selecionadas
as cepas: Lf 56; Lpe 129 e Lf 139. A elaboracdo e propagacdo do fermento foi realizada
seguindo protocolo descrito por Minervini et al., (2010) com adaptacdes.

Para o preparo dos indculos (Figura 1A) as cepas selecionadas de Lactobacillus spp. (Lf
56; Lpe 129 e Lf 139) foram inoculadas em caldo MRS e incubadas a 37°C até a fase
exponencial. Posteriormente as células foram centrifugadas a 5500 x g / 4°C / 10 minutos,
lavadas duas vezes com tampao PBS (pH 7,2) e ressuspendidas em agua destilada estéril (4 - 5
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log UFC/ml), para posteriormente serem inoculadas (Figura 1B) nos seus respectivos fermentos
(FN 56, FN 129 e FN 139). O fermento natural controle (FN C) foi preparado com a mesma
quantidade de agua e farinha, porém sem adi¢do de microrganismo.

Logo apos o preparo dos fermentos (Tempo 0), as amostras foram incubadas em B.O.D.
(30 °C / 24h) e ap0s esse periodo foi realizada a primeira etapa da propagacéo (Figura 1C) que
consistiu na tomada de uma aliquota de fermento do dia anterior (Tempo 1) a ser misturado
com uma aliquota de &gua e uma aliquota de farinha de trigo. O processo de propagacéao foi
realizado nas mesmas condi¢des para todas as amostras (FN C, FN 56, FN 129 e FN 139). Logo
apos a primeira propagacdo as amostras foram novamente incubadas (30 °C/24h). Apoés a
incubacdo realizada depois da primeira propagacdo (Tempo 2), 0 processo de propagacao e
incubagdo se repetiu a cada 24 horas com tomada de aliquotas dos fermentos para analises
fisico-quimicas e microbiologicas depois de 2; 3; 4; 5; ;6 ;7 ;8; 9 e 10 dias. (Figura 1D)

Figura 1 — Preparo do fermento: (A) preparo do inéculo; (B) preparo do fermento; (C)
propagacao do fermento e incubacéo; (D) fermento apds 24 horas.

Fonte: Dados da pesquisa.

3.2.3 Elaboracéo dos péaes

Apds o periodo de 10 dias de propagacéo e avaliacdo dos fermentos naturais: FN C, FN
56, FN 129 e FN 139 (Figura 2A). Aliquotas de cada fermento foram utilizadas para elaboracéo
de pées de acordo com formulacdo descritas no Quadro 2.

Quadro 2 — FormulacOes de pées adicionados ou ndo de fermentos naturais inoculados com
cepas de Lactobacillus spp.

Formulacéo Cepa Lactobacillus spp. Fermento comercial
FNO Né&o Sim
FNC Né&o Né&o
FN 56 Sim — Cepa 56 Nao
FN 129 Sim — Cepa 129 Néo
FN 139 Sim — Cepa 139 Nao

Fonte: Dados da pesquisa.

As condigdes de mistura, modelagem e forneamento foram semelhantes para todos os
tratamentos. Para a fabricacdo dos paes, todos os ingredientes (Figura 2B) foram pesados de
acordo com as proporgdes adotadas nesse estudo e disponivel na Tabela 1. Inicialmente foi
realizada a mistura dos ingredientes secos (farinha, acucar e sal), logo em seguida, os liquidos
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(agua e fermento natural) com exce¢do da amostra FN 0 que foi adicionada de 1,5% de fermento
bioldgico seco.

A massa foi misturada em maquina panificadora (Britdnia Multi Pane - Joinville - SC,
Brasil) de forma continua durante 5 minutos, apds 3 minutos foi adicionado a manteiga até que
a massa apresentasse caracteristicas de homogeneidade e maciez. Apos a sova, a massa seguiu
para a 1* fermentacdo durante 20 minutos, até que atingisse ponto de véu. Apds a 1°
fermentagdo, a massa foi pesada e dividida em por¢des de 100g, boleadas e depois modeladas
em forma de fildo, sendo imediatamente dispostas em assadeiras untadas com farinha de trigo
para a segunda fermentacdo (Figura 2C), por se tratar de um fermento comercial, os paes
elaborados com esse tipo de fermento possuem tempo de fermentagao reduzido (45m — 1h). Em
seguida a 2* fermentacdo, os paes foram colocados em formas e assados em forno de lastro a
200 °C / 30 minutos (Figura 3A), imediatamente apds saida do forno foram resfriados em
temperatura ambiente, embalados em sacos de polietileno, etiquetados e armazenados (Figura
3B sob a mesma temperatura para as analises fisico-quimicas e microbioldgicas (Figura 3C). A
Figura 4 demonstra o fluxograma da producao dos paes.

Tabela 1 — Protocolo de elaboragdo de paes adicionados ou ndo de fermentos naturais
inoculados com cepas de Lactobacillus spp.

Formulagao %

Ingredientes
Pao (C, 56, 129, 139) Pio Comercial
Farinha de trigo branca 100 100
Agua 55 55
Agucar 4 4
Sal 1,5 1,5
Manteiga 2 2
Fermento natural 40 -
Fermento bioldgico seco comercial - 1,5

Fonte: Stefanello et al. (2018) com modificagdes.

Figura 2 — Elaboracdo dos pées: (A) fermento maduro (ap6s 10 dias de propagacdo); (B) mise
en place dos ingredientes; (C) divisdo, modelagem e fermentacéo.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 3 — Elaboracdo dos paes: (A) forneamento apds a 22 fermentacdo; (B) resfriamento,
etiquetagem e armazenamento; (C) avaliacdo das amostras.

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 4 - Fluxograma de elaboragdo de pées adicionados ou
inoculados com cepas de Lactobacillus spp.
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Fonte: Dados da pesquisa.

3.2.4 Caracterizacdo microbiologica e fisico-quimicas dos fermentos naturais e paes
elaborados

Os fermentos naturais foram analisados em triplicata apds O horas, 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8;
9 e 10 dias, enquanto que os paes foram analisados em triplicata apés 0, 1, 3, 7 e 14 dias para
contagem de BAL, bolores e leveduras, determinacdo de Coliformes e teste de presenca e
auséncia para Salmonella spp.

3.2.4.1 Andlises microbioldgicas

a) Contagem de células viaveis de BAL: Amostras de fermentos naturais e pdes foram avaliadas
nesse quesito. Foram pesados 25 g de cada amostra, as quais foram diluidas em 225 mL de 4gua
peptonada a 0,1% e diluidas até 10°°. Aliquotas de 20 L de cada dilui¢do foram inoculadas em
superficie (método de micro-gota) em placas contendo &gar MRS para contagem total de células
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viaveis de BAL, incubadas a 37 °C/ 48 horas. Os resultados foram expressos como log UFC/g
(LIU et al., 2018).

b) Bolores e Leveduras: Amostras de fermento natural e pdes foram avaliadas. Foram pesados
25 g de cada amostra, as quais foram diluidas em 225 ml de agua peptonada a 0,1% e diluidas
até 10°. Aliquotas de 100 pL de cada diluicdo foram inoculadas em superficie de placas
contendo agar Batata dextrose e incubadas a 28 °C/3 a 5 dias. Os resultados foram expressos
como em log UFC/g, (SILVA, 2010).

c) Determinacgdo de coliformes a 35 e a 45 °C e Escherichia coli: Amostras de pao foram
pesadas (25 g), as quais foram diluidas em 225 mL de &gua peptonada a 0,1% e diluidas até 10"
3, Foram determinados os coliformes a 35 °C e a 45 °C pela técnica dos tubos mdltiplos, além
da deteccdo de E. coli em 4gar EMB (SILVA, 2010).

d) Determinagdo de presenca/auséncia de Salmonella spp.: Amostras de pao foram pesadas
(25 g), as quais foram diluidas em 225 mL de a4gua peptonada a 0,1% e incubadas a 35 °C por
24 horas (pré-enriquecimento), posteriormente um mL dessa amostra foi inoculada em 10 mL
de caldo Rappaport Rassiliadis e em mesmo volume de Selenito Cistina e incubado sob mesmas
condic@es. Aliquotas desses caldos foram inoculadas em agar XLD, &gar Bismuto Sulfito e &gar
Salmonella/Shiguella (SILVA, 2010).

3.2.4.2 Analises fisico-quimicas

a) Peso e Volume Especifico: Peso foi determinado em balanca analitica (SCHOBER et al.,
2005; VENTIMIGLIA et al., 2015). O volume especifico dos pées foi determinado pelo método
de deslocamento de sementes de paingo (Panicum miliaceum L.) e os resultados foram
expressos em cm®/g (MANTZOURANI et al., 2019).

b) pH: Amostras de pdes e de fermento natural foram pesadas (10 g) em balanca analitica
modelo M214Ai (Bel engineering, Piracicaba, Brasil), e misturadas com 90 ml de &gua
destilada em seguida homogeneizados. O pH da suspensdo resultante foi determinado
utilizando potenciémetro modelo PHS-3E (Even, S&o Paulo, Brasil), previamente calibrado e
operado de acordo com as instru¢fes do manual do fabricante (AOAC, 2016).

c) Acidez titulavel: A partir de 10 g de cada amostra (pdes e fermentos naturais), foram
misturadas com 90ml de agua destilada e em seguida homogeneizados. Posteriormente, a
suspensdo foi acrescida de duas gotas de solucdo fenolftaleina, e titulada com solugdo de
hidroxido de sédio (NaOH, 0,1N). A acidez titulavel, foi expressa em ml de NaOH 0,1N
consumida por 10 g de amostra (ROBERT et. al.,2006; AOAC, 2016).

d) Umidade: Os teores de umidade das amostras de pdo foram determinados pelo método de
dessecacdo direta de 2 g das amostras por secagem em estufa de circulagéo de ar (ACB Labor,
Sao Paulo, Brasil) a 105 °C, até peso constante (AOAC, 2016)

e) Cor: A cor foi determinada em trés pontos do miolo das fatias centrais por meio de um
colorimetro (Chroma Meter CR-400C, Minolta, Osaka, Japdo), medindo os parametros L *, a
* e b* do método Hunter's (STEFANELLO et al., 2018).
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f) Textura: As amostras foram preparadas com o auxilio de um paquimetro, resultando em fatias
de 1,5 cm de espessura, 3 cm de altura e 3 cm de largura. Os parametros de textura serdo
determinados em triplicata, por meio do teste de dupla compressdo em texturdometro modelo
CT3 Texture Analyzer (Brookfield, Middleborough, U.S.A), equipado com probe cilindrico de
compressdo 25mm de didametro. A analise instrumental de textura foi realizada sob as seguintes
condicdes: velocidade pré-teste 5 mm/s, velocidade teste 1,0 mm/s, e velocidade pds-teste 5
mm/s, 30% de compressao e tempo entre as duas compressdes de 5 s. Os parametros de textura
avaliados foram: dureza, mastigabilidade e elasticidade (YILDIRIM; ARICI, 2019).

3.2.5 Analise descritiva quantitativa (ADQ) dos paes elaborados ou ndo com cepas de
Lactobacillus spp.

O ensaio sensorial foi realizado seguindo o método descrito por Stone e Sidel (1993). A
pesquisa foi submetida ao Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Lauro Wanderley, da
Universidade Federal da Paraiba sob nimero de protocolo: 56337916.2.0000.5188 (Apéndice
A). O teste sensorial foi realizado em cinco etapas: recrutamento, selecdo dos provadores,
desenvolvimento da terminologia descritiva, treinamento e avaliagdo das amostras.

3.2.5.1 Recrutamento de provadores e pré-selecao

Para a aplicagdo da ADQ, foi realizado inicialmente um recrutamento de 32 provadores,
com idade média de 30 anos, todos ndo fumantes, os quais demonstraram interesse em participar
da pesquisa e dispunham de tempo e afinidade pelo produto.

Inicialmente, foi realizado teste triangular, aplicado aos 32 provadores, para verificar
sua sensibilidade e perspicacia ao escolher a amostra de pdo (apéndice B). (MEILGAARD;
CIVILLE; CARR, 1999). Os provadores receberam trés amostras de pdo de fermentacao
natural, sendo duas iguais e uma diferente. (TOLEDO, 2013). O teste foi conduzido em cabines
individuais, sob luz branca, longe de ruidos e odores.

Os provadores foram informados que duas das amostras de pdo eram iguais e uma era
diferente. Foi solicitado que a prova das amostras corresse da esquerda para a direita e que se
identificasse a amostra diferente. Em seguida, foi realizado o teste de reconhecimento de gostos
basicos. Para essa etapa, foram ofertadas 25 mL de solu¢des quimicamente puras dos gostos
basicos, a saber: doce (0,58% de sacarose), acido (0,04% de acido citrico), e amargo (0,06% de
cafeina) (TOLEDO, 2013).

Ao final dos respectivos testes, foram selecionados 16 possiveis provadores, 0s quais
obtiveram 100% de acerto em ambos os testes. Por fim, foi avaliada a habilidade dos provadores
no uso de escalas ndo estruturadas através da expressao de proporcionalidade.

3.2.5.2 Levantamento e agrupamento dos termos descritores

O levantamento dos descritores foi definido a partir da consulta dos dados obtidos na
metanalise realizada por CALLEJO et al., (2011), que descreve em sua revisdo 0s principais
descritores para analise sensorial de pdo. Durante o treinamento, foram apresentados ao grupo
16 descritores e suas referéncias para as amostras (apéndice C). Com os termos descritores foi
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gerada uma ficha descritiva, associando os termos a escala ndo estruturada de nove centimetros
ancoradas nos extremos esquerdo/direito (pouco/muito) (apéndice D). Essa etapa foi realizada
em 2 sessoes.

3.2.5.3 Treinamento e selecdo dos provadores

Os resultados dessa etapa foram submetidos & anélise de variancia (ANOVA) utilizando
0 programa SigmasStat 4.0. Foram selecionados para compor a equipe descritiva final aqueles
provadores que demonstraram bom poder discriminativo.

3.2.5.4 Avaliacdo das amostras por ADQ

Ao final, nove provadores selecionados avaliaram as amostras de pdo elaborados com
fermento natural inoculado ou ndo com Lactobacillus spp. com os atributos previamente
definidos como mais caracteristicos. Essa etapa foi realizada em 1 sessdo, onde uma fatia de
1,5 cm de pdo de fermento natural foi servida de forma monadica e identificada a partir do tipo
de fermento utilizado, neste caso C, 56, 129 e 139. As andlises foram feitas em cabines
individuais, em ambiente com iluminacao e temperatura controladas e longe de ruidos.

3.2.6 Analise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicata em trés experimentos independentes e
os resultados foram expressos como uma média dos ensaios. A andlise estatistica foi realizada
para determinar diferengas significativas (p <0,05) utilizando ANOVA seguido pelo teste Tukey.
Para o calculo dos dados, foi utilizado o programa SigmaStat versao 4.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS TECNOLOEBICAS DE ESPECIES DE
LACTOBACILLUS SPP. PARA PRODUTOS DE PANIFICACAO

4.1.1 Acidificacgo (pH)

Durante a avaliacdo da acidificacdo em caldo de farinha estéril CFE para as cepas
estudadas inicialmente (apds 0 horas) o pH das amostras variou de 5,58+0,12 a 6,67+0,04,
enquanto que apds 72 horas de avaliacdo os valores de pH observados para as amostras foram
de 3,42+0,11 a 3,60+0,01. Observa-se que até 4 horas do teste, as amostras ndo apresentaram
reducdo de pH, com excecdo da amostra inoculada com a cepa Lpe 129. Até 8 horas de
avaliacdo, as amostras Controle e Lf 56 ndo apresentaram variacdo (p > 0,05) do pH ao longo
do tempo, sendo as amostras com maiores valores de pH observados, enquanto que até 24 horas
de teste as amostras inoculadas com as cepas Lpe 129, Lf 139 e Lf 141 apresentaram 0s menores
valores de pH observados. Nesse mesmo periodo, com exce¢do da amostra Controle, todas
apresentaram queda significativa (p < 0,05) no pH. Apos 72 horas, observou-se que ambas as
amostras apresentaram valores estatisticamente iguais (p > 0,05). A Tabela 2 apresenta 0s
resultados do teste de acidificacdo das cepas avaliadas.

Tabela 2 — Valores médios * desvio padrdo para determinagdo de acidificacdo (g/100g) em
caldo de farinha estéril (CFE) durante 72 horas (30 + 1 °C) de cepas de Lactobacillus spp. e
controle.

Tempo Cepas
(horas)
Controle Lf 56 Lpc 106 Lpe 129 Lf139 Lf141
0 5,6552 6,417 6,674 5,58B2 5,78B2 5,80B2
(+0,07) (+0,01) (+0,04) (+0,12) (+0,03) (+0,13)
2 5,7582 6,462 6,662 5,6552 5,7582 5,88B2
(+0,07) (+0,08) (+0,09) (+0,07) (x0,07) (+0,11)
4 5,79B2 6,592 6,592 5,06° 5,268¢P 5,5552
(+0,13) (+0,13) (+0,13) (+0,06) (+0,06) (+0,07)
6 5,78B2 6,482 6,552 4,58¢¢ 4,67¢¢ 4,780
(+0,11) (+0,12) (+0,07) (+0,03) (x0,10) (x0,11)
8 5,75B2 6,562 5,988P 4,47¢¢ 4,45¢¢ 4,54¢0
(+0,07) (+0,08) (+0,03) (+0,04) (+0,08) (+0,08)
24 5,447 4,08B° 3,76%¢ 3,59¢d 3,55¢d 3,76%¢
(+0,08) (+0,02) (+0,09) (+0,01) (x0,07) (+0,06)
48 4,357 4,03BP 3,47¢¢ 3,57¢ 3,59¢d 3,69¢¢
(+0,07) (+0,10) (+0,03) (+0,04) (+0,01) (+0,01)
72 3,60%¢ 3,48A¢ 3,42Ad 3,487d 3,48Ad 3,58A¢
(+0,01) (+0,02) (x0,11) (+0,03) (x0,03) (x0,03)

a-4 Em uma coluna, médias seguidas de letras desiguais diferem estatisticamente (p < 0,05).

A-D Em uma linha, médias seguidas de letras desiguais diferem estatisticamente (p < 0,05).

Controle: CFE ndo inoculado; Lf 56: Lactobacillus fermentum 56; Lpc 106: Lactobacillus paracasei 106; Lpe
129: Lactobacillus pentosus 129; Lf 139: Lactobacillus fermentum 139; Lf 141: Lactobacillus fermentum 141.
Fonte: Dados da pesquisa.
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Microrganismos selecionados para utilizagdo em fermentacdo natural requerem
apresentar algumas caracteristicas especificas para que possam adaptar-se bem a matriz inserida
e as condigdes de fermentacdo. A escolha correta do microrganismo é caracterizada pela
importancia que ele trard ao fermento natural, principalmente no estagio inicial do seu
desenvolvimento. A capacidade de produzir acidos organicos e resistir a essas variagdes de pH
ao longo do processo fermentativo sdo essenciais para a selecdo dessas cepas. (ALFONZO et
al 2013).

Alfonzo et al., (2013) ao avaliar a capacidade de acidificacdo de cepas de BAL isoladas
de farinha de trigo, identificou ap6s 6 horas de teste, valores de pH < 5,00 para 11 das cepas
estudadas, o que também foi observado neste estudo para as amostras inoculadas com as cepas
Lpe 129, Lf 139 e Lf 141 no mesmo periodo. Ainda no estudo de Alfonzo et al., (2013) apds
24 horas de acidificacdo, os autores observaram valores de pH < 4,00. Comportamento
semelhante foi observado para as amostras inoculadas com Lactobacillus spp., apos 24 horas.

4.1.2 Producéo de exopolissacarideo (EPS) e protedlise

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos para producdo de EPS e atividade
proteolitica. As amostras apresentaram valores (p < 0,05) de producédo de EPS que variam de
0,13+0,01 a 0,33+0,03, sendo a amostra Lf 56 a com maior valor 0,33+0,03 e a Lf 141 com o
menor valor 0,13+0,01, as amostras Lpc 106, Lpe 129, Lf 139 e Lf 141 apresentaram valores
(p < 0,05) estaticamente semelhantes. A partir dos resultados obtidos nos testes, foi realizada a
analise de componentes principais apresentada na Figura 5. De acordo com a anélise da figura
1, a amostra Lf 56 apresenta destaque na producdo de EPS, como evidenciado anteriormente,
enquanto que a amostra Lpc 106 apresentou-se como a que menos produziu EPS e com menor
capacidade de acidificacdo dentre as demais. J& as amostras Lf 139, Lpe 129 apresentaram-se
como as melhores cepas dentre as demais testadas ja que apresentaram melhor desempenho na
capacidade de acidificacdo e de producdo de EPS. Como todas as cepas apresentaram atividade
proteolitica negativa, ndo se considerou esse teste para anélise.

Tabela 3 — Valores médios + desvio-padrdo de exopolissacarideo (EPS) e avaliacdo qualitativa
de atividade proteolitica de cepas de Lactobacillus spp.

Cepas EPS (mg/l) Proteolise*
Lf 56 0,33+0,03% -
Lpc 106 0,160,03° -
Lpe 129 0,20+0,01° -
Lf 139 0,20+0,06" -
Lf 141 0,13+0,01° -

2-bEm uma coluna, médias seguidas de letras desiguais diferem estatisticamente (p < 0,05).

* Atividade proteolitica considerada (+) quando detectado halo > Imm. Lf 56: Lactobacillus fermentum 56; Lpc
106: Lactobacillus paracasei 106; Lpe 129: Lactobacillus pentosus 129; Lf 139: Lactobacillus fermentum 139; Lf
141: Lactobacillus fermentum 141.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Na natureza, uma grande diversidade de BAL através da fermentacéo e acidificacdo do
fermento produzem EPS, que influenciam diretamente na viscosidade, gelatinizacdo e nas
propriedades reoldgicas da massa, bem como, os baixos valores de pH exercem um impacto
direto sobre os componentes responsaveis pelo desenvolvimento da estrutura da massa, tais
como o gluten, o amido, a hemicelulose, e consequentemente, sobre a estrutura do péo, atuando
diretamente na maior vida de prateleira do produto. (LYNCH, COFFEY, ARENDT, 2017;
NOGUEIRA, 2015; VOGEL et al., 2002). A atividade proteolitica durante a fermentacao libera
aminoacidos que contribuem nas caracteristicas de aroma e sabor do pédo, contudo, a degradacao
proteolitica pode afetar as caracteristicas reoldgicas da massa. (THIELE; GRASSL; GANZLE,
2004; THIELE; GANZLE; VOGEL, 2002).

Figura 5 — Analise de Componentes principais na selecdo de cepas de Lactobacillus spp. para
emprego em produtos fermentados de panificagdo.
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Fonte: Dados da pesquisa.

4.2 CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA E FISICO-QUIMICA DOS FERMENTOS
NATURAIS

4.2.1 Contagem de bactérias &cido laticas, bolores e leveduras, determinacdo de pH e
acidez titulavel (ATT)

As contagens de BAL variaram entre <2 e 9,20+0,01 log. UFC / mL para as amostras
nos tempos avaliados. Para as amostras controle e FN 56 nos tempos O; 1 e 2 dias observaram-
se 0s menores valores referentes as contagens de BAL, dentre as amostras. De maneira geral,
oscilagdes nas contagens ao longo do tempo, para todas as amostras, sdo observadas entre o
terceiro e oitavo dia de propagacdo, porém no nono e décimo dia, todas as amostras
apresentaram aumento significativo (p < 0,05) nas contagens de BAL. Quando avaliamos tais
contagens entre as amostras, em cada tempo, percebeu-se que o fermento natural inoculado com
a cepa Lf 56 apresentou as maiores (p < 0,05) contagens até o sétimo dia de avaliagcdo, com
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excecdo do quarto dia. No entanto, ap6s dez dias de propagagdo, ndo foram observadas
diferencas significativas (p > 0,05) entre as contagens de BAL de todos os fermentos avaliados.
Essa estabilizacdo das bactérias acido-laticas ap6s dez dias de propagacdo de fermento natural
ja era esperada e também observada por outros estudos (GOBETTI et al., 2016; VAN DER
MEULEN et al., 2007; WECKX et al., 2010a, 2010b). A Tabela 4 apresenta as contagens totais
de células viaveis de bactérias acido laticas (BAL) e bolores e leveduras em fermento natural
durante periodo de propagacéo (30 £ 1 °C) de 10 dias.

Tabela 4 — Valores médios (logio UFC/mL) £ desvio padréo para contagem total de BAL e
bolores e leveduras em fermento natural durante periodo de propagacéo (30 £ 1 °C) de 10 dias.

T BAL Bolores e Leveduras

(dias) Amostras

FNC FN56 FN129 FN139 | FNC FN56 FNI29 FN139

0 <2 5,704 570Af  5.44Be 3,264 1,60 2,93Ac 3 2gAc

(+0,01)  (£0,02)  (£0,06) | (£0,03) (£0,14) (£1,63) (£0,09)

1 4,158 718A  6,684¢ 6,651 || 2,42C4 4,108 4984 516"

(£0,21)  (£0,09)  (£0,08)  (£0,24) | (£0,08) (£0,14) (£0,08) (+0,06)

2 4,00 7,594 722Bd 7 93Bde 1,31Bf  6,3942 55048 55343

(£0,01) (£0,16)  (£0,06) (£0,04) (£0,10) (£0,55) (£0,06) (+0,04)

3 8,174 8 73Abc 5 56Bf 5,368 | 1,18Ccf  3,37Ade 3 pABbe 2 H(Bd

(£0,01)  (£0,09) (£0,36)  (£0,26) | (£0,08) (£0,39) (+0,10) (+0,08)

4 5,69 8,33Bd  620Ce 9,16 I 1,60%°f 1,008 1,308 2,20d

(£0,08)  (£0,01) (0,11)  (£0,11) | (£0,04) (£0,02) (£0,06) (+0,04)

5 8,62ABc 8 754b g gpBbe 7 goCef | 1,05Bf  1,784Bf 1,604B¢ 22024

(£0,06)  (£0,09) (£0,02)  (£0,02) | (£0,10) (£0,10) (+0,43) (=0,10)

6 8,82Bbc 9 104 g p5Aa 9,1242 1,00¢F  2,15Bfe 3 g7A% 2 29Bd

(£0,03)  (x0,01) (£0,03)  (£0,03) | (£0,07) (£0,21) (£0,27) (£0,02)

7 9,194% 9042 8,24B¢ 7 59Bcd 1,00Bf  1,47B2  4,10%  3,524¢

(£0,02)  (x0,01) (0,11)  (£0,16) | (£0,02) (£0,04) (+0,14) (£0,25)

8 8,504¢d  7.9gBde 7 g7Bc 7,778¢ 2,30Bd 2 55Bef 5742 4 5Ab

(£0,02)  (£0,01) (£0,02) (£0,21) | (£0,06) (£0,21) (£0,23) (=0,18)

9 9,164 8 g88Bd g 78Bab g 44ABb I 4 46Ad 4 40Abc 54608 5 4A8

(£0,15)  (£0,26)  (£0,05)  (£0,06) | (£0,37) (£0,25) (£0,22) (+0,29)

10 9,134 g 34 g g7AId g (Aa 5,5248  520Ab 55742 5 gAa

(£0,02)  (£0,04) (£0,04) (£0,08) | (£0.,16) (£0,01) (+0,24) (=0,15)

2~¢ Em uma coluna, médias seguidas de letras desiguais diferem estatisticamente (p < 0,05).
A-C Em uma linha, médias seguidas de letras desiguais diferem estatisticamente (p < 0,05).
Fonte: Dados da pesquisa.

Fermento natural, também denominado de levain, sourdough ou massa madre é
basicamente uma mistura de farinha de cereais e &gua, constituido por uma populacdo
heterogénea de bactérias acido laticas e leveduras que realizam a fermentacdo que pode ser
espontanea ou por meio da inoculagcdo de uma cultura starter (DE VUYST et al., 2014,
CORSETTI, SETTANNI, 2007; VENTIMIGLIA et al., 2015). As BAL sdo as populagdes
microbianas mais importantes durante producéo de fermento natural.

O pH e acidificacao correlacionam-se com o crescimento dos organismos, influenciando
as taxas de crescimento de BAL, além das interacGes entre BAL e leveduras que representam
um aspecto importante para a estabilidade da microbiota do sourdough (BRANDT et al., 2004).
A alta concentragdo de BAL nos fermentos naturais elaborados com inoculagéo de cepas de
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Lactobacillus spp. resulta da produgdo de acidos orgénicos que reduzem significativamente o
pH (ROSSEL, 2016). Observamos que a partir do oitavo dia de propagacéo todas as amostras
tém os menores valores de pH, dados disponiveis na Tabela 5, 0 que corrobora com as maiores
contagens observadas para as BAL nesse periodo.

As contagens de bolores e leveduras nos fermentos variaram entre 1,00+0,07 e
6,39+0,55 log. de UFC / mL para as amostras nos tempos avaliados. No tempo zero as amostras
néo diferem (p>0,05) estatisticamente entre si, no entanto, no primeiro e segundo dia tivemos
as maiores concentracdes de bolores e leveduras para as amostras FN 129 e FN 139. Do segundo
ao sétimo dia o FN Controle manteve as menores contagens para bolores e leveduras, que
retoma o crescimento no oitavo dia, atingindo a maior contagem no nono dia. Entre o quarto e
0 sexto dia, todas amostras apresentaram as menores taxas de bolores e leveduras, abaixo de <3
log. UFC / ml, com variacBGes nos dias sete e oito. A partir do nono dia todas as amostras
apresentam as maiores quantidades de bolores e leveduras que se estabilizam, ndo havendo
diferencas estatisticas (p>0,05) entre as amostras avaliadas. E importante destacar que apenas
coldnias caracteristicas de leveduras foram observadas em todo o periodo de propagacéo para
todas as amostras, e que a multiplicacdo de fungos filamentosos foi inibida, provavelmente pelo
baixo pH das amostras ao longo do tempo.

Tabela 5 — Valores médios + desvio padrdo para determinacdo de pH e acidez titulavel (g/100g)
em fermento natural durante periodo de propagacao (30 + 1 °C) de 10 dias.

T pH Acidez Titulavel
(dias) Amostras
FNC FN56 FN129 FEN 139 FN C FN56 ENI129 FN139
0 5,59Bb 57842 578Aa 5 GQADD 1,62%¢  1,854h  1,98AT 2 404f
(+0,03) (£0,07) (£0,06)  (£0,05) || (£0,24) (£0,42) (+0,23) (£0,34)
1 5,042 578Ba 5 ggBa 5,78B2 2,821 28942 2 gpAef 5 ghet
(£0,02) (£0,07) (£0,02)  (£0,03) || (£0,19) (£0,20) (£0,35) (£0,30)
2 6,04 433 541Bb 5,6B¢b 2,43CF  525AF 3378 3 1gBe
(£0,14)  (£0,06) (£0,09)  (£0,04) || (£0,17) (£0,10) (£0,23) (£0,11)
3 4,174¢ 3,498 3 558¢ 3,5584 6,877 7,394 7.004Bd  6,94Ad
(£0,16) (£0,03) (£0,03)  (£0,01) || (£0,15) (£0,19) (£0,02) (£0,20)
4 3,454 330Bd  325Bde 3 30Beh I 11 28Bed 12 26APC 11,03B¢ 12,034Bbe
(£0,03) (x0,01) (£0,01)  (£0,01) || (£0,19) (£0,49) (£0,28) (£0,30)
5 3,394d 3 3Ad 335Ade 3 3gAcle | 10 70BCd 11,224bd 11,484 10,31¢°
(£0,04) (£0,07) (£0,02)  (£0,02) || (£0,09) (£0,07) (£0,35) (£0,26)
6 3,5644  3.37Bed 3 gqAbed 3 g3Abe L 1] 97Ab 1] g7ACd 11,614 11,41A°
(£0,01) (£0,05) (£0,01)  (£0,02) || (£0,49) (£0,29) (£0,46) (£0,20)
7 3,5649  3,4Bed 3 33Bde 3 35Befg | 13 ggqAba 1) 3BCab 13 7440 11 95Cbe
(£0,06) (£0,03) (£0,01)  (£0,02) || (£0,10) (+0,49) (£0,45) (£0,07)
8 3,454 332Bd 330Bde 3 7gBh 11,2284 11,77ABb 12,3240 12 194b
(£0,07) (£0,03) (£0,02)  (£0,03) || (£0,29) (£0,26) (£0,15) (=0,15)
9 3,424 3 35ABd 330ABde 3 o@Bh | 19 31Babe 13 93Aab 15 39Bb 13 glAa
(£0,07) (£0,01) (£0,02)  (£0,03) || (£0,29) (£0,04) (£0,20) (0,02)
10 3,434 33084 3,354Bde 3 9gBh 10,7484 11,274B4 11,7940 11,67Ab°

(£0,07) (£0,03) (£0,04) (£0,02) (0,28) (£0,25) (£0,14) (£0,14)
2~¢ Em uma coluna, médias seguidas de letras desiguais diferem estatisticamente (p < 0,05).
A-C Em uma linha, médias seguidas de letras desiguais diferem estatisticamente (p < 0,05).
Fonte: Dados da pesquisa.
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Ao longo do periodo de propagacéo, conforme Tabela 5, realizado a cada 24 horas, nota-
se que durante o tempo 1 as amostras FN 56 e FN 129 estatisticamente (p< 0,05) nédo tiveram
variacoes em seus valores. A partir do tempo 3 ambas as amostras apresentaram reducdo nos
niveis de pH, e, consequentemente, aumento da ATT, com estabilizacdo entre os tempos 5-8.
Na avaliacdo de pH as amostras variaram de 5,78+0,07 — 3,28+0,03 e acidez com valores que
variaram de 1,62+0,24 - 13,81+0,02 g/100g. As amostras ndo sofreram variacOes estatisticas (p
<0,05) durante o tempo 0 e o tempo 1. As amostras 129 e 139 também tiveram dados
semelhantes durante o tempo 2. Os valores médios encontrados tanto na determinacéo do pH
quanto na acidez titulavel, demonstrando uma correlagdo entre os dados.

Mantzourani et al. (2019) em recente pesquisa observou o efeito de uma cepa de L.
paracasei como starter no fermento e sua qualidade no p&o. O fermento cultivado com L.
paracasei obteve valores de pH e acidez, respectivamente de 3,8 e 13,1 g/100g, valores que se
assemelham com os encontrados nesse estudo apds o sexto dia de propagacdo, conforme valores
apresentados na Tabela 5. Apds o tempo 4, o pH de todas as amostras apresentaram-se abaixo
de 4 (p < 0,05), assim como a acidez apresentou valores acima de 11 g/100g. Entre os tempos
4 e 10 poucas variacOes sdo percebidas, sendo a amostra FNC a que possui 0s maiores valores
de pH, oscilando com valores de acidez entre 1,62 — 13,04 g/100g.

Em seu estudo com BAL, Minervini et al., (2016), encontraram apds 5 propagac6es do
fermento natural, valores de pH que variaram de 3,84 a 4,34 e acidez de 8,8 a 12 g/100g, valores
préximos aos encontrados nesse estudo durante o tempo 5. J& Reale et al. (2016) observaram
que a amostra controle apds 24 horas apresentou acidificacdo ausente, enquanto isso, suas
amostras inoculadas com L. casei obtiveram alta acidificacdo ap6s o mesmo periodo, obtendo
valores semelhantes ao encontrado nesse estudo.

A partir do oitavo dia temos uma relacdo direta entre a queda de pH, elevacdo de
acidificacdo e a maior concentracdo de BAL, juntamente com estabilizacdo de bolores e
leveduras. Tendo em vista os resultados destes e outros estudos, a relagao entre bactérias acido-
lacticas e leveduras é afetada pelos microrganismos (MINERVINI et al., 2016) adicionados as
formulagdes FN 56, FN 129 e FN 139. As BAL produzem acidos latico e acético, mantendo o
pH abaixo de 5. As leveduras produzem diéxido de carbono e etanol. Interacbes entre os
Lactobacillus e as leveduras sdo importantes para a atividade metabdlica do fermento natural
(POUTANEN et al., 2009). A medida que as etapas de propagagdo seguem, uma “selecio” de
microrganismos mais resistentes as condi¢cGes do meio vai acontecendo. Provavelmente por
isso, as contagens de leveduras vao aumentando gradativamente, tendo em vista que aquelas
celulas resistentes ao pH mais &cido passam a sobreviver e multiplicar-se. Justamente por serem
importantes produtoras de CO é importante que ao final do periodo de propagacdo essa
contagem de leveduras seja maior, o que ira contribuir com o volume do pdo em que o fermento
sera inserido.

4.3 CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA E FiSICO-QUIMICA DOS PAES
ELABORADOS

4.3.1 Contagem de células viaveis (BAL), bolores e leveduras e analises microbioldgicas

Em relacdo aos pées, quanto as BAL ndo se observaram contagem de células viaveis
nas amostras em nenhum dos tempos analisados, isso ocorreu devido a duracéo e a temperatura
de forneamento, que ocasionou a inviabilidade das células presentes nos fermentos durante as
etapas anteriores. Zhang et al., (2018) identificou em seu recente estudo, que devido as altas
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temperaturas empregadas no processo de forneamento de pdes, grande parte das BAL s&o
inviabilizadas, afetando negativamente a sobrevivéncia desses microrganismos e seu possivel
efeito probidtico no péo.

No tocante a bolores e leveduras, observaram-se contagens em todos os tempos no péao
produzido pelo fermento comercial e no fermento natural controle (microbiota selvagem) com
aumento apos sete dias de armazenamento. Nos pées produzidos a partir do FN 56 observou-se
presenca de bolores e leveduras ap6s trés dias de armazenamento. Ja nos pées produzidos a
partir do FN 129 e FN 139 as contagens para bolores e leveduras observadas foram <2 log. UFC
/ ml até 7 dias de armazenamento. Nas andlises microbioldgicas dos pédes produzidos, a
contagem de coliformes a 45°C e Salmonella spp. foram negativas em todas as amostras e
tempos analisados, 0 que atesta a qualidade da manipulagdo em acordo com a legislagéo
brasileira para paes (BRASIL, 2005). O forneamento e a temperatura empregada faz com que
qualquer possivel bactéria citada seja destruida durante o procedimento.

Visualmente, ap6s os tempos 0, 1 e 3 dias, ndo foi observado nenhum tipo de
modificacdo na aparéncia das amostras dos paes, apds 7 dias de armazenamento em condic¢des
iguais para todas as amostras, 0s paes:. comercial e 56 apresentaram pontos de bolor em sua
casca, 0 que pode estar associado aos valores de pH dessas amostras, que ap6s sete dias de
armazenamento foram os maiores dentre as demais. O baixo pH promove a ativacdo de
proteases dos cereais que com a liberacdo de peptideos sdo entdo hidrolisados em aminoécidos
pelas peptidases intracelulares das BAL.

A sintese de &cido latico e &cido acético, além de outros compostos bioativos apresentam
acao antifingica contra os principais contaminantes do pdo (ROSSEL, 2016). Os acidos
organicos presentes nos fermentos naturais inibem o desenvolvimento de atividades
microbianas, isso explica o fato das amostras de pdo 129, 139 e controle ndo terem sofrido
qualquer tipo de contaminacdo ou deterioracdo durante os primeiros 7 dias, ap6s 14 dias de
armazenamento, todas as amostras foram deterioradas pela agdo de microrganismos de origem
fangica. Os resultados podem ser visualizados na Figura 6 que apresenta os resultados visuais
nos tempos 1, 7 e 14 dias.

Zhang et al., (2018) corrobora com esse dado ao afirmar que a adi¢do de culturas
iniciadoras em fermento natural possui agdo antifingica na massa de paes. Mantzourani et al.,
(2019) avaliou suas amostras de pao por 16 dias, as amostras controle, elaboradas sem indculo
de Lactobacillus suportaram 8 dias; j& as amostras inoculadas com L. paracasei, no geral
suportou quinze dias de armazenamento, apds esse prazo todas as amostras se deterioraram,
dado que certifica a utilizacdo de BAL na preservacdo das caracteristicas sensoriais e aumento
da vida de prateleira.
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Figura 6 — Visualizagdo gréafica dos pées elaborados durante periodo de armazenamento (1, 7 e
14 dias)

T14

(&) — pdo comercial: Saccaromyces cerevisae; (b) — pdo controle: microbiota selvagem; (c) — pdo 56:
Lactobacillus fermentum; (d) — pdo 129: Lactobacillus pentosus; (e) — pdo 139: Lactobacillus fermentum.
Fonte: Dados da pesquisa.

4.3.2 Determinacio de pH, acidez titulavel (ATT), umidade e volume especifico

A Tabela 6 apresenta respectivamente os resultados encontrados para a determinagado do
pH, ATT, umidade e volume especifico nas amostras de paes avaliadas durante o periodo de
armazenamento. As amostras variaram de 3,73+0,02 - 5,65+0,10 para pH, enquanto que os
valores de acidez no mesmo espaco de tempo variou de 3,90+0,06 g/100g - 7,32+0,10. No
tempo 0 as amostras de pao variaram de 4,06+0,04 - 5,12+0,03, tendo todas as amostras valores
estaticamente iguais (p < 0,05), exceto para o pado comercial. No tempo 1, equivalente a 24
horas, as amostras do pao controle, 129 e 139 variaram de 4,10+0,09 - 4,084+0,01 nos valores
de pH, a maior queda registrada no mesmo periodo de tempo, foi para a amostra 56, com valor
abaixo de 4. Apos o tempo 3 todas as amostras, com excecao do pao comercial, apresentaram
valores abaixo de 4. Apos 7 dias de armazenamento, as amostras variaram de 3,73+0,02 -
5,00+0,03, a amostra 139 apresentou o menor valor de pH e a comercial o maior valor, as
amostras controle e 129 apresentaram resultados estaticamente iguais (p<0,05).

Os resultados mostraram que a adi¢do de Lactobacillus spp. foram eficazes no aumento
da vida de prateleira dos paes, resultando na reducdo do pH e aumento da acidez nos paes,
especialmente nas amostras 129 e 139 onde verificou-se ainda inibi¢do do crescimento de
microrganismos deteriorantes durante os sete dias de armazenamento, o que provavelmente esta
associado ao menor pH dessas amostras apos sete dias. Rehman et al., (2007) corroboram com
esse dado ao afirmar que a adi¢do de culturas iniciadoras no fermento natural teve agdo
antifingica na massa de paes.
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Tabela 6 — Valores médios + desvio padrao para variaveis da caracterizacao fisico-quimica em
paes elaborados com cepas de Lactobacillus spp., sem adicdo de BAL e com fermento
comercial durante periodo de armazenamento de 7 dias.

Amostras
Variaveis Tempo .
(dias)  Comercial Controle 56 129 139
0 5,12A0 4,1382 4,0652 4,14Ba 4,11B2
(+0,03) (+0,04) (+0,04) (x0,02) (x0,02)
1 5,654 4,1082 3,94¢b 4,098Ch 4,08BC
H (+0,10) (+0,09) (+0,02) (x0,02) (+0,01)
P 3 5,044 3,058¢0¢ 3,85¢¢ 3,84¢¢ 3,83¢¢
(+0,05) (+0,01) (+0,02) (+0,01) (+0,02)
7 5,004 3,87¢¢ 3,088P 3,86°¢ 3,73Pd
(+0,03) (+0,01) (+0,01) (+0,02) (+0,02)
0 5,908b¢ 4,60 6,20A0P 6,442 6,41A00
(+0,06) (+0,20) (+0,20) (+0,31) (+0,09)
1 5,718¢ 3,900 7,314 5,558¢ 5,508d
ATT (+0,10) (+0,06) (+0,14) (+0,10) (+0,20)
3 6,407 4,108° 6,354 6,502 6,907
(+0,34) (+0,52) (+0,13) (+0,10) (+0,20)
7 7,32Aa 4,40P? 5,408¢¢ 5,908P 6,098b¢
(+0,10) (+0,11) (+0,24) (+0,06) (+0,16)
0 34,1742 28,6272 31,032 28,00°® 28,282
(+0,27) (+1,57) (+1,88) (+2,35) (+0,62)
1 30,39%2 28,252 27,00¢P 30,0942 28,462
Umidade (+0,27) (+0,57) (+0,04) (+0,69) (+0,50)
3 31,7870 23,7160 27,198P 22,20P¢ 26,61BP
(+0,84) (+0,10) (+0,34) (+0,64) (+0,22)
7 30,5940 22,97¢0 26,915P 26,908P 26,5280
(+0,11) (+0,42) (+0,94) (+0,21) (+0,08)
0 2,620P 3,457 2,83¢P 2,83Ca 3,0480
(+0,01) (+0,01) (+0,01) (+0,00) (+0,02)
1 2,620P 3,462 2,82CP 2,85C 3,0780
Volume (+0,03) (+0,01) (+0,02) (+0,02) (+0,10)
Especifico 3 2,91Ba 3,267P 2,8982 2,8782 3,252
(+0,01) (+0,02) (+0,01) (+0,01) (+0,02)
7 2,8582 2,868¢ 2,92Aa 2,59¢¢ 2,44b¢
(+0,01) (+0,01) (+0,01) (+0,01) (+0,02)

2-2 Em uma coluna, para uma mesma variavel, médias seguidas de letras desiguais diferem estatisticamente (p <

0,05).

A-C Em uma linha, para uma mesma varidvel, médias seguidas de letras desiguais diferem estatisticamente (p <

0,05).
Fonte: Dados da pesquisa.

De maneira geral, os paes adicionados de Lactobacillus spp apresentaram semelhante
reducdo do pH e aumento da acidez apos sete dias de armazenamento, o que € caracteristico de
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paes com fermento natural como observado por Zhang et al., (2018), um fato interessante de
ser observado ¢ que essa adicdo de cepas fez com que o comportamento dos parametros
avaliados fosse semelhante, enquanto que a acidificagcdo dos paes controle foi superior, o que
podera ser melhor avaliado em futuros estudos com avaliacdo sensorial, ja que paes
excessivamente acidos podem ndo ser bem aceitos pelos consumidores.

A umidade esta relacionada a composicao, qualidade e estabilidade de paes. Os padrdes
para umidade exigidos pela ANVISA — Resolucao n° 90 (2000), tem como limite méximo o
percentual de 38%. Durante a andlise, as amostras variaram de 22,20+0,64 — 34,17+0,27,
estando-as em conformidade com o padrdo definido. A redu¢do de umidade nos paes ¢ um
fendmeno esperado em decorréncia do processo de envelhecimento desse tipo de produto. Com
aretrogradacdo do amido apds o resfriamento do pao forneado esse produto tende a perder dgua
para o ambiente, o que modifica sua textura.

A redugdo de umidade nos paes ¢ um fendmeno esperado em decorréncia do processo
de envelhecimento desse tipo de produto. Com a retrogradacdo do amido ap6s o resfriamento
do pao forneado esse produto tende a perder dgua para o ambiente, o que modifica sua textura.
Mais uma vez observa-se um comportamento semelhante entre as amostras adicionadas de
Lactobacillus spp. ap6s sete dias de armazenamento, o que sugere uma maior padronizacao das
caracteristicas fisico-quimicas desses paes em comparacao ao controle.

O volume especifico ¢ uma medida utilizada para verificar a capacidade da farinha em
reter o gés no interior da massa e consequentemente proporcionar o crescimento dos paes.
Durante o periodo de armazenamento os valores das amostras variaram de 3,46+0,01 -
2,44+0,02 mL.g"!. As amostras, comercial e 129 apresentaram, em média, durante o tempo de
armazenamento, os menores valores se comparado as demais, ja as amostras controle, 56 ¢ 139
ndo tiveram variagdo estatica durante o tempo 0 e 1. Constata-se no tempo 7 uma redu¢do nos
valores de volume especifico para todas as amostras, com excecdo da 56 e da comercial que
possui valores maiores que os encontrados durante o tempo 0 e 1. Em seu estudo tanto para a
amostra produzidas com L. paracasei quanto para a controle, Mantzourani et al., (2019),
encontrou valores que variaram de 2,4 - 2,5 ml/g para volume especifico, dados similares ao
encontrado na amostra 139 no tempo 7 deste estudo.

4.3.2 Determinacio de cor

Os valores de L* indicam a luminosidade da amostra na faixa de 100 (branco) a 0
(preto), o parametro a* indica a variacao de verde (-a*) a vermelho (+a*), enquanto o parametro
b* indica a variagdo de azul (-b*) a amarelo (+b*).

A Tabela 6 apresenta os valores encontrados para determinagdo de cor para os
parametros L*, a* e b*, durante o periodo de armazenamento. Os valores das amostras variaram
de 63,92+1,21 a 68,82+1,19 para o parametro L*, de -1,25+0,04 a -0,62+0,04 para o parametro
a* e de 12,35+0,04 a 15,41£1,27 para o parametro b*.

Durante a avaliagcdo das caracteristicas de cor do miolo das amostras, a variacdo na
luminosidade (L*) diminui nas amostras controle ¢ 139 durante os dias de armazenamento, o
que configura um escurecimento ocorrido no miolo, as amostras comercial, 56 ¢ 129 se
mantiveram iguais (p> 0,05) durante todos os tempos, se comparadas entre si e entre as amostras
portanto, ndo houve diferencgas significativas da luminosidade do miolo nessas amostras, nesse
caso, a adicdo das cepas de Lactobacillus spp., ndo influenciou nos parametros de L* das
amostras 56 e 129. Ventimiglia et al (2015) em seu estudo, obteve maiores valores de L* no
miolo de paes elaborados com cepas de Lactobacillus spp, que variaram de 70,75+0,89 —
74,68+0,67.
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Tabela 6 — Valores médios + desvio padrdo para determinacdo de Cor (L* a* b*) em paes
elaborados com cepas de Lactobacillus spp., sem adigdo de BAL e com fermento comercial
durante periodo de armazenamento de 7 dias.

1;3?;5)() Analise de Cor — Pao
Controle Comercial 56 129 139
1 68,2144 68,8242 63,3388 66,1642 67,1248
(£0,83) (£1,19) (£0,32) (£1,01) (£1,44)
3 L 63,548° 68,4842 63,92¢ 62,3088 62,8480
(£0,25) (£1,14) (£1,21) (£2,47) (£0,91)
7 62,2340 66.0542 63,5842 62,3642 63,514°
(£2,33) (£1,21) (£1,49) (£1,26) (£1,03)
1 -1,16% -1,828Ba -0,884° -1,22¢a -1,25¢2
(£0,06) (£0,06) (£0,08) (£0,02) (£0,04)
3 o -0,68B° -1,4340 -0,765° -1,00® -0,658¢
(£0,07) (£0,01) (£0,14) (£0,08) (£0,03)
7 -0,58B° -1,364° -1,08¢2 -0,62B¢ -1,08%
(£0,07) (£0,06) (£0,00) (£0,04) (£0,07)
{ 14,2342 14,7542 12,35B¢0 12,55B¢0 12,760
(£0,08) (£0,29) (£0,04) (£0,52) (£0,35)
3 b* 14,164 14,054 14,2042 13,4348 14,7842
(£0,26) (£0,15) (+0,36) (£0,96) (+0,38)
. 15,4142 13,460 14,0948 15,1648 13,884ab
(x1,27) (£0,63) (£0,50) (£0,54) (£0,82)

2~¢ Em uma coluna, médias seguidas de letras desiguais diferem estatisticamente (p < 0,05).
A-C Em uma linha, médias seguidas de letras desiguais diferem estatisticamente (p < 0,05).
Fonte: Dados da pesquisa.

A variagdo no parametro a* € negativa para todas as amostras, nesse sentido, as amostras
de miolo tenderam a tons mais escuros. Nas amostras controle, comercial, 129 ¢ 139 ha um
aumento no decorrer dos tempos 1- 7, enquanto na 56 hd uma diminui¢do nesse mesmo periodo.
No tempo 1 os valores encontrados para os miolos dos paes, controle, 129 e 139 sdo iguais
(p>0,05), enquanto que no mesmo periodo comercial e 56 diferem (p < 0,05) entre si e com as
demais amostras. No tempo sete a amostra comercial difere-se (p < 0,05) de toda as outras
amostras, os valores para os miolos dos paes controle e 129 sdo iguais (p < 0,05)
estatisticamente, assim como, para os miolos dos paes 56 e 139. Esteller (2007) afirma que a
cor juntamente com a textura e aroma sdo importantes caracteristicas em produtos de
panificacdo, contribuindo para a preferéncia do consumidor.

A variagdo no parametro b* € positiva para todas as amostras. Na amostra controle ndo
ha variacdo no decorrer dos dias (1-7), enquanto diminui na amostra comercial e aumenta na
56 e 129. No tempo 1 controle e comercial sdo iguais (p > 0,05) entre si e 56 e 129 também,
enquanto 139 difere (p < 0,05) da amostra controle e comercial. Nos tempos trés e sete dias
todas as amostras sdo iguais (p > 0,05) entre si. De maneira geral, a adi¢do das cepas ndo parece
ter influéncia nos parametros de cor avaliados.
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4.3.3 Determinacio de textura

A Tabela 7 apresenta os valores encontrados para analise de textura do miolo para os
parametros de dureza (D), elasticidade (E) e mastigabilidade (M), durante o periodo de
armazenamento dos paes. Os valores das amostras variaram de 2,21+0,65 - 53,11+11,25 N para
o parametro D, de 0,250+0,00 - 0,550+0,01 para o parametro E e de 1,72+0,57 - 32,83+4,84 N
para o parametro M.

Tabela 7 — Valores médios = desvio padrao para determinagao de textura nos parametros Dureza
(D), Elasticidade (E) e Mastigabilidade (M) em paes elaborados com cepas de Lactobacillus
spp., sem adicdo de BAL e com fermento comercial durante periodo de armazenamento de 7
dias

Tempo Andlise de Textura — Pao
(dias)
Controle Comercial 56 129 139
| 2,854¢ 3,884P 2,21B0 2,428¢ 3,074b¢
(£0,12) (£0,15) (£0,65) (£0,01) (£0,34)
3 D 21,0988 8,09¢P 18,7780 16,178° 31,9148
(N) (£2,09) (£0,68) (£0,44) (£1,03) (£3,44)
- 8,37BCb 53,1142 24,8282 40,1882 27,40BCab
(£0,60) (£11,25) (£1,02) (£4,95) (£1,10)
! 0,5104b8 0,55042 0,45088 0,5104Bs2 0,515ABa
(£0,00) (£0,01) (£0,03) (£0,02) (£0,00)
3 E 0,3604° 0,2508¢ 0,365420 0,33043b 0,3204°
(£0,02) (£0,00) (£0,02) (£0,01) (£0,00)
7 0,2754° 0,3004° 0,2804° 0,3154b 0,2604¢
(£0,02) (£0,01) (£0,02) (£0,02) (£0,00)
1 2,38A0D 3,194b 1,72B® 1,938¢ 2,34ABb
(+0,00) (£0,04) (£0,57) (£0,06) (£0,06)
3 M 13,3548 4,010 12,13ABa 9,348° 17,3948
N) (+1,33) (£0,16) (£0,88) (£0,78) (£2,50)
7 4,31Pb 32,8348 13,94¢Pa 25,03ABa 14,03
(£0,28) (+4,84) (£1,32) (+1,85) (+0,59)

2-¢Em uma coluna, médias seguidas de letras desiguais diferem estatisticamente (p < 0,05).
A-D Em uma linha, médias seguidas de letras desiguais diferem estatisticamente (p < 0,05).
Fonte: Dados da pesquisa.

A dureza das amostras de pao foi medida nos dias 1, 3 € 7, no tempo 1 todas as amostras
demonstraram ser macias. Os miolos das amostras controle, comercial e 139 possui valores (p
> 0,05) estaticamente iguais no tempo 1, ao terceiro dia de armazenamento, ambas as amostras
demonstram nos resultados uma maior dureza, sendo as amostras controle ¢ 139 as de maiores
valores. Ao sétimo dia, a amostra controle ¢ igual (p > 0,05) a 56, 129 e 139, enquanto que a
amostra comercial ¢ estatisticamente igual (p > 0,05) a 129. Ventimiglia et al., (2015) encontrou
valores de dureza em paes elaborados com fermento natural inoculado com cepas de
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Lactobacillus e encontrou valores de dureza que variaram de 11,58+0,02 a 43,31+£0,24 N,
valores semelhantes ao encontrado nesse estudo.

Quanto ao atributo elasticidade, todas amostras sdo mais elasticas no primeiro dia e
menos elasticas no sétimo dia, exceto a amostra comercial que ¢ menos elastica no terceiro dia.
No primeiro dia os tratamentos controle, 129 e 139 sdo iguais entre si (p > 0,05) e no terceiro
dia apenas a comercial difere (p < 0,05) das demais. No sétimo dia nao ha diferenca entre os
tratamentos. Nas amostras de paes feitas a partir do fermento natural inoculado de cepas de
Lactobacillus spp., a dureza estava intimamente ligada a elasticidade, este resultado esta de
acordo com varios estudos relatados por Di Monaco et al, 2015).

Em relagdo a mastigabilidade em todos tratamentos observa-se os menores valores no
primeiro dia e os maiores nos tratamentos comercial, 56, 129 e 139 no sétimo dia, exceto
controle que tem maior valor no terceiro dia, comportamento que se confirma pela dureza.

A andlise de dureza, elasticidade e mastigabilidade sdo importantes para prever e
controlar a textura do pao (PEGA et al, 2017). De maneira geral, ap6s sete dias de
armazenamento observa-se maior dureza ¢ mastigabilidade e menor elasticidade para todas as
amostras, decorrente da perda de umidade, retrogradacdo do amido e envelhecimento do pao.

4.4 ANALISE DESCRITIVA QUANTITATIVA

A seguir sdo apresentados os dados dos resultados da andlise sensorial descritiva
realizada com os paes testados. Os valores médio para os atributos utilizados na ADQ podem
ser visualizados na Tabela 8 e em formato de gréafico radar na Figura 7.

Tabela 8 - Parametros da analise sensorial descritiva (ADQ). Valores médios + desvio padrdo
para amostras de pao inoculadas (56, 129 e 139) ou ndo (C) com cepas de Lactobacillus spp.

. Amostras
Atributos C 36 129 139
Alvéolos 3,2242,084B 3,3842,274 2,98+2 428BC 1,90+2,10¢
Cor casca 4,60+2,094B 5,001,548 4.41+1,378 6,00+£1,294
Cor miolo 2,68+1,53AB 3,10+1,4448 2,24+1,268 3,40+1,974
Aroma amanteigado 1,73+£2,308 2,32+42 24AB 2,63+2,384 1,77+2,0648
Aroma frutado 1,6442,06"B 1,81+2,0248 1,461,788 2,5142,094
Sabor acido 2,34+1,894 1,00+0,64" 1,17+1,794B 1,56+2,1248
Sabor fermentado 3,23+1,174 1,86+1,738 2,37+1,754B 2,00+2,0248
Dureza 4,07+1,984B 3,80+1,334B 2,82+1,618 44241247
Elasticidade 4,69+2,50A8 6,92+1,668 6,47+2,674 4,40+2,238
Maciez 4,74+2 27AB 6,07+1,884B 6,39+1,694 3,67+2,578

A-C Em uma linha, médias seguidas de letras desiguais diferem estatisticamente (p < 0,05).
Fonte: Dados da pesquisa.

Para o atributo alvéolos as amostras C e 56 obtiveram os maiores valores, dado
semelhante ao relatado no estudo de Yildrim e Arici (2019) para a amostra EH4 de fermentacgao
espontanea assim como a C deste estudo, a amostra 139 obteve a menor avaliagdo, enquanto
que a amostra 129 ¢ estatisticamente (p < 0,05) semelhante a C e a 139.

Com relagdo a cor, provavelmente por alguma diferenca de forneamento a amostra de
pao 139 obteve o maior valor entre as demais , embora estatisticamente (p < 0,05) seja
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semelhante aos valores das amostras C e 56, 0 mesmo dado foi encontrado para a cor do miolo
das amostras, onde, sabe-se que pela literatura muitas pesquisas identificam um miolo menos
oxidado se comparado a um pao tradicional, graga a acdo de microrganismos na fermentagao
longa. Yildrim e Arici (2019) durante a avaliacdo sensorial dos paes inoculados ou ndo com
BAL e leveduras obteve valores para cor da casca que variaram de 4,88+0,86 a 5,75+1,21
valores que se aproximam dos encontrados para a amostra 56 ¢ 139 deste estudo, ja para cor do
miolo, os valores encontrados por Yildrim e Arici (2019) variaram de 4,88+0,82 a 5,88+0,62,
valores que diferem dos encontrados nesse estudo.

O aroma amanteigado foi mais pronunciado nas amostras 56 e 129, sendo a 56
estaticamente semelhante as amostras C e 139. Quanto ao aroma frutado nota-se que nao houve
diferencga significativa (p < 0,05) entre as amostras C, 56 e 139, sendo esta tltima a que
apresentou o maior valor entre as demais, talvez alguma caracteristica da cepa inocula tenha
potencializado essa diferenga. Uma hipotese levantada por Clément et al. (2018), é a de que a
microbiota do fermento e as caracteristicas da farinha podem influenciar no produto final, em
seus resultados, foi identificado que o odor e o sabor azedo foram hipoteticamente afetados por
essas variaveis.

Entre as inoculadas, com relagdo ao sabor acido, elas sdo estatisticamente semelhantes
entre si, embora a C tenha obtido um valor maior, estaticamente (p < 0,05) ¢ semelhante com
as amostras 129 e 139. O sabor acido identificado na amostra C justifica a caracterizacao fisico-
quimica e microbiologica do fermento, que se diferencia pela microbiota selvagem tanto em
BAL quanto em leveduras, por consequéncia conseguem acidificar por mais tempo o fermento
o que reflete na maior percepcao do sabor 4cido no pao. O sabor fermentado também foi mais
identificado na amostra C, com valor que se assemelha estatisticamente ao encontrado nas
amostras 129 e 139, a 56 obteve a menor pontuacao nesse parametro.

Ao observar os parametros de textura (dureza, elasticidade e maciez) observa-se que as
amostras inoculas com Lactobacillus spp. ficaram menos duras (129), com maior elasticidade
(56) e com maior maciez (56), mesmo que estatisticamente (p < 0,05) a amostra C seja
semelhante com as demais nesses mesmos parametros. Em seu estudo A. Abedfar et al. (2019)
concorda ao afirmar que a produgao EPS pelas BAL afeta positivamente a percepcdo da textura
nos paes elaborados com fermento natural, informacao que corrobora com o resultado da ADQ
neste estudo ao se confirmar através da avaliacdo dos painelistas que as amostras elaboradas
com cepas de Lactobacillus spp. influenciam positivamente na textura do pao.
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Figura 7 — Resultados médio para avaliagdo descritiva quantitativa em paes elaborados com
cepas de Lactobacillus spp. ¢ sem adicado de BAL. C: microbiota selvagem; 56 (LF56):
Lactobacillus fermentum; 129 (LPE129): Lactobacillus pentosus; 139 (LF139): Lactobacillus

fermentum.
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5 CONCLUSAO

e Dentre as cepas selecionadas as cepas Lf 56; Lpe 129 e Lf 139 apresentaram melhor
desempenho para utilizacdo na fermentacdo natural de pées;

e No geral, a utilizacdo de cepas de Lactobacillus spp. influenciou as caracteristicas
microbiolodgicas e fisico-quimicas do fermento natural e dos paes.

e Todas as cepas testadas promoveram estabilizacdo (maturidade) do fermento entre o
nono e o décimo dia da sua propagacao;

e Dentre as cepas testadas, a Lpe 129 e Lf 139 apresentaram melhores resultados quanto
armazenamento;

e Com relacdo ao teste sensorial, observou-se que nos paes elaborados com as BAL a
acidez caracteristica nestes microrganismos, identificada nos testes microbioldgicos e
fisico-quimicos ndo foi notada durante a analise sensorial. No entanto, as amostras
adicionadas de BAL obtiveram os maiores valores no quesito textura, e que valida com
os dados encontrados neste estudo, considerando que a BAL sdo produtoras de EPS,
algo de extrema importancia neste tipo de pao;

e No futuro, estudos investigando o potencial antimicrobiano das cepas Lpe 129 e Lf 139
frente a fungos deterioradores de produtos de panificacdo poderdo ser estudados.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE TECNOLOGIA E DESENVOLVIMENTO REGIONAL
DEPARTAMENTO DE GASTRONOMIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado (a) Senhor (a)

Esta pesquisa é sobre: Selecdo, caracterizagdo e avaliacdo de cepas de Lactobacillus spp.
como cultivo iniciador na elaboragdo de fermentos e pées, elaborado para o TCC do discente
Joanderson Gama Santos sob a orientagdo da Prof.2 Dr.2 Estefania Fernandes Garcia. A pesquisa foi
submetida e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Lauro Wanderley, da Universidade
Federal da Paraiba sob nimero de protocolo: 56337916.2.0000.5188

O objetivo do estudo é desenvolver pées inoculados ou ndo com Lactobacillus spp. selecionados
e avaliar sua influéncia nas caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais. Solicitamos a sua colaboragédo
para preenchimento dos formularios de teste descritivo quantitativo (ADQ) das amostras, como também
Sua autorizacao para apresentar os resultados deste estudo em eventos da area de salde e gastronomia,
e em revistas cientificas. Por ocasido da publicacdo dos resultados, seu nome sera mantido em sigilo.
Informamos ainda que essa pesquisa nao oferece riscos previsiveis para a sua saude.

Esclarecemos que sua participacdo no estudo é voluntéria e, portanto, o (a) senhor (a) ndo é
obrigado(a) a fornecer as informagdes e/ou colaborar com as atividades solicitadas pelo Pesquisador(a).
Caso decida ndo participar do estudo, ou resolver a qualquer momento desistir do mesmo, ndo sofrera
nenhum dano, nem havera modificacdo na assisténcia que vem recebendo na Instituicéo.

Os pesquisadores estardo a sua disposi¢do para qualquer esclarecimento que considere
necessario em qualquer etapa da pesquisa. Diante do exposto, declaro que fui devidamente
esclarecido(a) e dou 0 meu consentimento para participar da pesquisa e para publica¢éo dos resultados.

Estou ciente que receberei uma copia desse documento.

Assinatura do Participante da Pesquisa Assinatura do Pesquisador

Caso necessite de maiores informacdes sobre o presente estudo, favor entrar em contato com o
pesquisador Joanderson Gama Santos através do telefone: (83) 99611-7942 e/ou e-mail:

joanderson.gama@gmail.com.
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APENDICE B - FICHAS DE AVALIACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA — UFPB
CENTRO DE TECNOLOGIA E DESENVOLVIMENTO REGIONAL
DEPARTAMENTO DE GASTRONOMIA

TESTE TRIANGULAR

Nome

Vocé esta recebendo 3 amostras codificadas de refrigerante sabor guaran, sendo duas iguais e uma diferente.
Espere 30 segundos entre as amostras, prove a bolacha e enxague a boca com agua entre cada avaliagdo. CIRCULE O
NUMERO DA AMOSTRA QUE VOCE JULGA DIFERENTE DAS DEMAIS.

COMENTARIO:
UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA - UFPB
CENTRO DE TECNOLOGIA E DESENVOLVIMENTO REGIONAL
DEPARTAMENTO DE GASTRONOMIA
DETECCAO DE GOSTOS BASICOS
Nome

Vocé esta recebendo quatro amostras correspondentes aos diferentes gostos basicos (doce, acido, amargo e
umami). Anote na sua ficha o c6digo da primeira amostra a ser avaliada. Prove a amostra e escreva qual gosto bésico
se refere. Espere 30 segundos entre as amostras, prove a bolacha e enxague a boca com agua entre cada avaliagao.

CODIGO DA AMOSTRA SABOR
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Atributo Definico Referéncia
APARENCIA
Fraco: péo de forma
Alvéolos Presenca ou ndo de alvéolos (bolhas) na amostra

Cor da casca

Cor do miolo

Forte: pdo de fermentacdo natural

Grau de coloracéo expresso na superficie do pdo variando
de amarelo-claro a marrom-escuro

Fraco: casca de pao francés

Forte: casca de pao de forma/doce

Grau de coloracdo da parte interna do pao (miolo)
variando de branco a marrom-escuro

Fraco: pdo de forma

Forte: pdo de fermentacdo natural

AROMA

Amanteigado

Aroma que remete a leve semelhancga a manteiga

Fraco: torrada tradicional

Forte: torrada amanteigada

Fraco: fermento natural diluido

Fermentado Aroma caracteristico de péo feito com fermento natural
Forte: fermento natural
Fraco: fermento natural diluido
Frutado Aroma que remete a frutas (banana...)
Forte: fermento natural
Tostado Aroma caracteristico associado ao grao de trigo que foi Fraco: pdo de forma
tostado L x ~
Forte: pdo de fermentacdo natural
SABOR
Acido Percepcao e intensidade do sabor acido a partir da Fraco: suco de limdo diluido

Adstringente

mastigacdo da amostra

Forte: suco de limdo integral

Sensacdo causada pela reducédo da lubrificagéo na
cavidade oral, geralmente associada aos taninos

Fraco: suco de uva/maca diluido

Forte: suco de uva/maca integral

Percepcéo de sabor que corresponde a pao elaborado com

Fraco: péo de forma

Fermentado fermento natural
Forte: pdo de fermentacdo natural
Salgado Percepc¢do do sabor salgado a partir da mastigacéo da Fraco: pdo sem sal
amostra Forte: pio com sal
TEXTURA
- Grau em que a amostra adere ao paladar durante a Fraco: pdo de fermentagdo natural
Adesividade mastigacio
gac Forte: pdo de forma
- Fraco: pdo de forma
Dureza Forca necessaria empregada pelos dentes ao morder a
amostra - .
Forte: pdo dormido
Elasticidade Forca utilizada entre os dedos polegar e indicador ao Fraco: pdo dormido
comprimir a amostra com imediata liberacéo Forte: pao de forma
. Fraco: pdo dormido
Maciez Sensacéo ao tocar/pressionar a amostra com os dedos

Mastigabilidade

Forte: pdo de forma

Numero de mastigacdes necessarias antes de engolir a
amostra

Fraco: torrada

Forte: pdo de fermentacdo natural




42

APENDICE D - FICHA DE AVALIACAO (ADQ)

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
TESTE DESCRITIVO-QUANTITATIVO- PERFIL DE CARACTERISTICAS
NOME: DATA:
GENERO: F( ) M( ) IDADE: ESCOLARIDADE:

1. Voce esta recebendo 01 amostra codificada de pio de FERMENTAGCAO NATURAL. Por favor, avalie as caracteristicas
sensoriais do produto. Indique a intensidade de cada atributo sensorial com um traco vertical na escala. Antes de cada avaliacéo,
vocé devera fazer uso da agua e da bolacha.

AMOSTRA:
APARENCIA
Alvéolos | |
Pouco Muito
COR
Cor da casca I |
Fraco Forte
Cor do miolo I |
Fraco Forte
AROMA
Amanteigado | |
Fraco Forte
Fermentado I |
Fraco Forte
Frutado | |
Fraco Forte
Tostado | I
Fraco Forte
SABOR
Acido | |
Fraco Forte
Adstringente | |
Fraco Forte
Fermentado | |
Fraco Forte
Salgado | I
Fraco Forte
TEXTURA
Dureza | |
Pouco Muito
Elasticidade | |
Pouco Muito
Adesividade | |
Pouco Muito
Mastigabilidade | I
Pouco Muito

Maciez | l
Pouco Muito




