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RESUMO

A fermentacdo sourdough para a producdo de
pédes é fortemente motivada por seus efeitos benéficos quanto
ao sabor, textura, vida de prateleira e pelas propriedades
nutricionais dos produtos obtidos. Nesta pesquisa, estudou-se
a aplicacdo dos micro-organismos Kluyveromyces marxianus,
Dekkera bruxellensis e Lactobacillus plantarum como culturas
starters alternativas na producdo de pdes. A partir de sete
ensaios resultantes de um delineamento de mistura simplex-
centroide, foram realizadas nos pées analises sensorial e
instrumental. Observou-se que pées produzidos com L. plantarum
apresentaram menor volume especifico, enquanto que a mistura
entre K. marxianus e L. plantarum exerceu influéncia positiva,
possibilitando obter produtos de maior volume especifico. A
analise sensorial demonstrou a boa aceitabilidade para os paes
produzidos com a mistura entre D. bruxellensis e K. marxianus e
para a mistura entre os trés micro-organismos. Os resultados deste
trabalho demonstram a possibilidade do uso de culturas starters
definidas para a fermentagdo sourdough, que € tradicionalmente
obtida sem controle de processo.

Palavras-chave: fermentagdo natural, sourdough; culturas
starters, andlise sensorial.

ABSTRACT

The sourdough fermentation in bread making is
strongly motivated due to its beneficial aspects on flavor, texture,
shelf life, and the nutritional properties of the obtained products. In
this research, the yeasts Kluyveromyces marxianus and Dekkera
bruxellensis, and the bacterium Lactobacillus plantarum were
used as alternative starter cultures in bread making. Experimental
designs generated from simplex-centroid mixture were used in
the sensorial analyses of breads. Results have shown that bread
obtained with pure cultures of L. plantarum presented the
smallest specific volume, while the mixture of K. marxianus and
L. plantarum positively influenced the formation of good specific

volume of products. Sensorial analysis showed good acceptability
for breads obtained with D. bruxellensis and K. marxianus
mixture, as well as for the mixture of the three microorganisms.
The results obtained in this research suggest the possibility of
using defined starter cultures for sourdough fermentation, which is
traditionally carried out without any process controls.

Key words: natural fermentation, sourdough, starter cultures,
sensory analysis.

INTRODUCAO

O sourdough, mistura de farinha e agua
fermentada com bactérias &cido-laticas e leveduras,
é a base para a producéo de péo tipo sourdough ou de
fermentacdo natural (DIOWSKSZ & AMBROZIAK,
2006). Nesse tipo de fermentagdo, diferentes acidos
organicos sao produzidos, os quais melhoram
0 sabor do péo, ajudam na formacdo da rede de
gliten e aumentam a retencdo de gas, resultando
em produtos com boa textura e volume. Muitas
propriedades inerentes do sourdough devem-se a
atividade metabdlica da bactéria acido-latica presente
no processo: fermentacao lactica, protedlise e sintese
de compostos volateis, e acdo antiflngica estdo entre
as atividades mais importantes durante a fermentagéo
(PLESSAS et al., 2011). Além disso, outra vantagem
desse método € a extensdo da vida de prateleira dos
produtos, devido a retencdo da umidade e aumento da
acidez, o que contribui para o controle microbiano e
textura do pdo (PLESSAS et al., 2012).
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Muito embora a bactéria 4cido-latica
Lactobacillusplantarumeasleveduras Kluyveromyces
marxianus e Dekkera bruxellensis tenham sido
identificadas na microbiota natural de massas para pao
obtidas por esse método, estes micro-organismos jamais
foram utilizados como culturas starters para produzir
pdo sourdough. O L. plantarum é uma espécie ubiqua,
encontrado em diversos ecossistemas alimentares
(GOBBETTI et al., 1994; CORSETTI & GOBBETTI,
2002; BRINQUES et al., 2010), muito provavelmente
devido ao seu metabolismo versatil, capacidade de
adaptacdo para diferentes condigdes ambientais e largo
espectro de atividade antimicrobiana (CAGNO et al.,
2009). Essa espécie possui caracteristicas metabdlicas
interessantes por ser competitiva com outras espécies
autéctones da farinha de trigo e/ou biotipos da mesma
espécie. A levedura D. bruxellensis é geralmente
considerada um organismo de contaminagdo na
producdo de vinho, mas em algumas aplicagdes,
como, por exemplo, na producdo de cerveja do tipo
lambic, é considerada como participante desejavel da
microbiota, contribuindo para o sabor caracteristico
do produto (MEROTH et al., 2003). A levedura K.
marxianus ja teve seu uso relatado na panificacdo
como fermento (CABALLERO et al.,, 1995), mas
sua aplicacdo num processo de fermentacdo natural
ndo foi estabelecido até agora. Tendo em vista o
crescente mercado de produtos alternativos ou que
apresentem caracteristicas Unicas, tanto quanto aos
aspectos de propriedades nutricionais, como quanto a
aceitabilidade sensorial, seria interessante o estudo da
producdo de pées sourdough de forma mais controlada,
como alternativa aos processos naturais, que carecem
de controle de processo. Dessa forma, o objetivo deste
estudo foi o de avaliar, através de um planejamento
de mistura, o0 uso desses micro-organismos de forma
isolada ou em culturas mistas para a produgdo de pdo
sourdough e avaliar as suas caracteristicas sensoriais
e fisicas.

MATERIAL E METODOS

Micro-organismos

Neste trabalho, foram utilizadas as seguintes
cepas de micro-organismos: Lactobacillus plantarum
BLO11, uma bactéria GRAS, isolada de amostras de
queijo serrano, conforme metodologia de SOUZA et al.
(2003); Dekkera bruxellensis (NRRLY —12961), uma
cepa comercial de levedura associada & vinificacéo,
doada pelo Center for Agricultural Utilization Research
(USA); e Kluyveromyces marxianus CBS 6556,
proveniente do Centralbiireau vor Schimmelcultures
(Holanda) e fornecida pelo Centro de Desenvolvimento

Biotecnologico (SC, Brasil). As cepas microbianas
foram mantidas em culturas-estoques em glicerol (50%)
a -20°C, enquanto células para uso imediato foram
cultivadas em placas de agar MRS para L. plantarum
BLO11 ou agar YEPD para as leveduras, mantidas a 4°C
e renovadas a cada 7 dias.

Producéo dos in6culos microbianos para a producao
de pées

Para a producdo de indculos, os seguintes
procedimentos foram adotados: L. plantarum foi
cultivada por 24h a 37°C em meio de cultivo adaptado
de BRINQUES et al. (2010) D. bruxellensis NRRL Y -
12961 foi crescida por 12h a 30°C em meio adaptado
de USCANGA et al. (2000). K. marxianus CBS 6556,
foi cultivada por 12h a 30°C em meio adaptado de
LUKONDEH et al. (2005). Todos os cultivos foram
realizados em biorreatores de 5L (BBraun, Alemanha),
com controle de pH (5 para L. plantarum; 6 para as
duas leveduras), temperatura e agitacdo (300rpm, 2L
ar L't meio/min). Apds o crescimento, as biomassas
foram recuperadas por centrifugacdo do meio de cultivo
(3.000g, 15min a 4°C). A biomassa Umida resultante,
contendo 33% base seca de células, foi usada como
inoculo.

Delineamento experimental

O projeto de mistura simplex-centroide
(MONTGOMERY, 2001) foi utilizado para avaliar o
efeito da proporgdo de biomassa de K. marxianus (X,),
D. bruxellensis (X,) e L. plantarum (X,) no inoculo,
sobre o volume especifico e as caracteristicas sensoriais
dos pdes. A concentracdo de indculo foi estipulada em
10g de in6culo por 100g de farinha de trigo. A tabela 1
mostra o delineamento experimental. As proporgdes de
componentes estdo expressas como fracdo massica da
mistura.

Producdo e propagacdo do sourdough em laboratério

A producdo e propagacdo do sourdough
foram adaptadas da metodologia de MINERVINI et
al. (2007). Farinha de trigo (500g), agua declorada
(275mL) e in6culo (50g da preparacdo das misturas
simplex-centroide), foram utilizados para preparar 8259
de massa. O sourdough foi incubado em um recipiente
plastico de polipropileno estéril a 28°C e, a cada 48h,
foram retirados 165¢g dessa massa e adicionados 110g de
farinha de trigo e 55mL de agua declorada até o final da
fermentacdo, apds 12 dias (288h).

Producéo dos pées
A formulagdo base adotada para a
preparacao do pao foi adaptada de ANGIOLINI et
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Tabela 1 - Fragdo méssica dos componentes K. marxianus (X;), D. bruxellensis (X;) e L. plantarum (Xs) que compdem o delineamento da

mistura Simplex-centroide.

) X1 Xz X3

Mistura
K. marxianus D. bruxellensis L. plantarum

1 1 0 0
2 0 1 0
3 0 0 1
4 0 0,5 0,5
5 0,5 0 0,5
6 0,5 0,5 0
7 0,33 0,33 0,33

al. (2006): farinha de trigo, 1.000g; sourdough, 300g;
acucar demerara, 200g; leite em p6, 50g; gordura,
50g; sal, 20g; e agua, 500g.

\Volume especifico

O volume especifico foi calculado pela
relagdo entre o volume do péo assado, determinado
pelo método de deslocamento de sementes de painco
(HALLEN et al., 2004).

Anélise sensorial

Os paes obtidos foram submetidos ao teste
sensorial de aceitacdo (DUTCOSKI, 2007), com
40 provadores, para 0s atributos sabor e avaliacdo
global, utilizando escalas ancoradas em: 1 - desgostei
muitissimo e 9 - gostei muitissimo. Os testes foram
realizados em duas sessdes. Em cada sessdo, foram
avaliadas quatro formulagfes diferentes, sendo
que o ponto central (mistura 7) foi analisado nas
duas sess@es. Os dados foram analisados atraves
da metodologia de analise de superficie resposta
para planejamento de mistura (Simplex-Centroide),
usando o software Statistica 10.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

\Volume especifico

Os resultados de volume especifico dos
diferentes experimentos estdo mostrados na tabela
2. O péo produzido somente com L. plantarum
foi o que apresentou o menor volume especifico
(1,29cm® g?), possivelmente ocasionado pelo
metabolismo homofermentativo da bactéria, pois
essa cepa possui metabolismo heterofermantativo
facultivo (GOBBETTI et al., 2005), produzindo
menos gas carbénico do que o normalmente

obtido em fermentagdes com leveduras. E possivel
que o longo tempo de fermentagcdo (288h) tenha
favorecido o metabolismo homofermentativo, no
qual ndo ha producdo de gés carbdnico. Além disso,
conforme GOBBETTI et al. (1994), o volume do
pdo € dependente, sobretudo, do desenvolvimento
adequado das leveduras.

O volume especifico obtido da composicao
pura dos micro-organismos variou entre 1,29cm®
g' e 2,57cm® gt e, para a mistura dos trés micro-
organismos, foi de 2,87cm® g%, e o volume obtido
para as misturas binarias variaram entre 2,84cm? g!
e 3,91cm® gt PLESSAS et al. (2008) produziram
pées sourdough com 16h de fermentagéo e diferentes
combinacbes e quantidades de K. marxianus,
Lactobacillus bulgaricus e Lactobacillus helveticus,
obtendo volume especifico variando entre 2,0cm® g*
e 2,3cmég.

A figura 1la mostra a variagdo do volume
especifico, conforme a composi¢cdo do indculo.
O sistema binério K. marxianus e L. plantarum
produziu pdo com maior volume especifico, j& a
mistura ternaria produziu pdo com volume médio
entre as amostras. Os menores valores foram obtidos
na cultura de L. Plantarum pura. Os resultados
obtidos sugerem que tanto a retengdo como a produgéo
de gés na massa foram influenciadas pelas diferentes
culturas starter utlizadas para fermentar a massa. O
volume especifico do pdo depende de dois fatores:
da quantidade de gés produzido e da capacidade de
retencdo do géas no sistema de massa, que depende do
grau de hidratacdo das proteinas insollveis gliadinas
e gluteninas, presentes na farinha (CLARKE et al.,
2003). A tecnologia aplicada a massa e o tipo de
cultura starter produzem efeitos diferentes sobre
a producdo global de gas. Assim, as propriedades
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Figura 1 - Diagrama triangular dos parametros (a)
volume especifico, (b) atributo sa-
bor, (c) atributo avaliacdo global, resul-
tantes do delineamento  experimental.

especificas da cultura inicial devem ser consideradas
(HAMMES & GANZLE, 1998).

Anélise sensorial

Ospées produzidos conforme delineamento
experimental foram submetidos ao teste de aceita¢ao
para dois atributos: sabor e avaliagdo global. Os
resultados estdo apresentados na tabela 2.

Tanto o sabor quanto a aceitacdo global
foram satisfatoriamente representados pelo modelo
de regressdo proposto, com altos coeficientes de
determinacdo, 0,9997 e 0,9975, respectivamente.
As figura 1b e figura 1c mostram as superficies de
resposta dos atributos sabor e aceitacdo global com
a composi¢do do indculo. Ambos atributos possuem
comportamento similar, j& que a aceitacdo global é
fortemente influenciada pelo sabor. O pédo inoculado
com L. plantarum puro recebeu as avaliaces mais
negativas, e a adicdo de D. bruxellensis ao inéculo de L.
plantarum ndo levou a melhores avaliagbes em ambos
os atributos. Ja a adi¢do de K. marxianus levou a um
aumento das notas. Através da andlise das superficies,
para uma maior aceitacdo, o indculo deve conter no
maximo 25% de L. plantarum, entre 25% e 50% de D.
bruxellensis e entre 50% e 75% de K. marxianus.

RIZZELLO et al. (2010), trabalhando com
culturas de L. plantarum, L. rossiae, e sourdough
a base de gérmen de trigo e com 24h de fermentacdo
obteve nota média 6,8 para o atributo sabor em escala
de 9 pontos. MAJISOLA (2011), com sourdough a
base de farinha de milho, tempo de fermentacéo de 24h
e utilizando uma mistura de L. plantarum, L. brevis
e L. mesenteroides obteve na avaliacdo sensorial dos
atributos sabor e avaliagdo global, nota 4,8 (escala
hedbnica de 5 pontos).

De modo geral, os paes produzidos, neste
trabalho, obtiveram boa aparéncia. Porém, alguns
provadores constataram, no sabor do pao, acidez elevada,
caracteristico desse tipo de fermentacéo prolongada, que
pode ter contribuido para que as avaliagbes do sabor e
do atributo avaliacdo global ndo tivessem ultrapassado a
média 7,4 (Tabela 2)

Aacidez € uma caracteristica da fermentagéo
sourdough e a producdo de acido durante a fermentacdo
depende de vérios fatores, tais como a composi¢do
da farinha, tempo e temperatura de fermentacdo e
principalmente dos micro-organismos presentes (DE
VUYST et al., 2002). Assim, a escolha adequada da
estirpe de bactéria acida latica é decisiva para a qualidade
do pdo. De igual importancia é a relacéo entre acido
lactico e acido acético. O primeiro, principalmente,
influencia na estrutura do miolo, enquanto que o Gltimo
& componente chave no sabor do pdo (GOBBETTI et
al., 1994). No entanto, uma producao excessiva de acido
acético é desfavoravel, uma vez que provoca acidez
intensiva, o que € inaceitavel para o consumidor.

CONCLUSAO

Baseado nos modelos obtidos através da
aplicacdo do delineamento experimental de mistura,

Ciéncia Rural, v.43, n.9, set, 2013.
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Tabela 2- Média e desvio padréo resultantes do delineamento experimental Simplex-Centroide*, utilizado para avaliar o efeito da biomassa de
K. marxianus (X;), D. Bruxellensis (X;) e L. plantarum (X3) sobre o volume especifico, o atributo sabor e aceitagéo global dos pées.

Volume

Mistura K. marxianus D. bruxellensis L. plantarum especifico Sabor Avaliagdo global
(cm’g?)

1 1 0 0 2,57 £0,04 71+18 71+£16

2 0 1 0 2,90+0,01 68+15 6915

3 0 0 1 1,29+£0,11 65+19 65+17

4 0 05 0,5 2,84+0,04 6,4+18 6,615

5 05 0 0,5 3,91+0,06 70x15 6815

6 05 05 0 3,22 £0,08 74+12 73+x11

7 0,33 0,33 0,33 2,87£0,22 74+10 72+1,0

(*) Metodologia de superficie de resposta para mistura (Simplex-Centroide); nivel de significancia = 0,05; erro puro calculado através da

repeticdo do ponto central.

observou-se a influéncia significativa dos componentes
puros, para atributo sabor, aceitagdo global e para o
volume especifico do p&o. A utilizagdo de L. plantarum
puro como indculo levou aos menores valores de volume
especifico e menores notas de sabor e aceitagdo global.
Além disso, através dos dados obtidos, conclui-se que a
tendéncia para obter pdes com melhor qualidade é para
misturas com maiores quantidades de K. marxianus.
Assim, é possivel projetar novas misturas de cepas que
possam ser utilizadas como culturas de partida para a
fermentac&o “sourdough”, visando melhorar o volume,
0 sabor ou a aceitagdo do pao.

COMITE DE ETICA

Para a realizacgdo da andlise sensorial, todos os
provadores receberam o termo de consentimento aprovado pelo
comité de ética da UFRGS (protocolo n°: 21081/2012), por estarem
de acordo com a Resolucéo 196/96 e complementares do Conselho
Nacional de Satde.
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