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RESUMO

A hidratacdo é uma fase critica no uso da levedura seca instantidnea por depender do
meio liquido usado, da temperatura e do tempo de hidratagdo. A levedura seca apresenta-se
como um material biolégico de grande heterogeneidade celular. Hidratacao direta do fermento
seco com solugdes de aditivos, bem como, o tratamento do fermento seco, mas previamente
hidratado com 4agua foram acompanhados por medidas de viabilidade e atividade de
fermentacdo (variacdes em volume de massa e evolugdo de CO,). O efeito do tempo de
abertura da embalagem do fermento seco sobre as variagdes em viabilidade celular teores de
glicerol interno e atividade de fermentagdo também foram determinados. Os seguintes
tratamentos foram aplicados a levedura, previamente hidratada em &dgua: (a) incubacdo em
solugdo de citrato; (b) aplicacdo de choque térmico as células suspensas em solucao de citrato.
A levedura seca foi hidratada diretamente em dgua a temperatura ambiente € em solugdo de
lisina a 37°C. As hidratacdes diretas do fermento seco com solugdes de citrato 0,15 mol.L" a
pH 6,9 e 7,5 por 40 min a temperatura ambiente proporcionaram aumentos em volume de
massa da ordem de 25-29% (35,4-36,6 mL/180 min de fermentacdo) em relacdo ao controle
(28,3 mL/180 min de fermentagdo). No entanto, a hidratacdo direta do fermento seco com
dgua por 10 min a temperatura ambiente proporcionou um volume de massa (36,0 mL/150
min de fermentacdo) tdo bom quanto aos obtidos com solucdo de citrato, mas com tempos de
hidratacdo e fermentacdo menores. As hidratacdes diretas, do fermento seco, com solucdes de
glicose 2,0% e 0,5% por 40 min a temperatura ambiente proporcionaram aumentos em
volume de CO, da ordem de 33-38% (53,7-56,0 mL/180 min de fermentacido) em relacdo ao
controle (40,5 mL/180 min de fermentacdo). Porém, a hidratacdo direta do fermento seco
instantdneo com agua por 10 min a temperatura ambiente proporcionou um volume de CO,
(79,0 mL/180 min de fermentagdo) maior que os obtidos anteriormente com hidratacdo em
glicose. A hidratagdo direta do fermento seco instantdneo com solugdo de lisina 0,08 mol.L™
por 120 min a 37°C proporcionou aumento em viabilidade da ordem de 2,09 vezes (15,1
cfumL™” x 10%) em relacdo ao controle (7,2 cfumL™ x 10%). Apesar disso, a hidratagdo direta
do fermento seco instantdneo com dgua na faixa de 40-80 min a temperatura ambiente
proporcionou viabilidades (16,6 cfu.mL™ x 10% e 16,4 cfu.mL" x 10%) maiores que as obtidas
anteriormente (ap6s hidratacdo com lisina). Portanto, conclui-se que a hidratacdo direta do
fermento seco instantineo com dgua por 10 min a temperatura ambiente foi a melhor

condi¢do de hidratacdo obtida em relacdo ao crescimento de massa e evolucdo de CO,,



enquanto a hidratagdo direta com dgua na faixa de 40-80 min a temperatura ambiente foi a
melhor condi¢do de hidratagdo obtida em relagdo a viabilidade celular.
Palavras-chave: Fermento seco instantdneo. Tratamentos com solu¢des de aditivos.

Viabilidade. Atividade de fermentagdo da massa.



ABSTRACT

Hydration is a critical phase in the use of instant dry yeast because it depends on the
liquid media used, temperature and hydration time. Instant dry yeast is showed as biological
material of great cellular heterogeneity. Direct hydration of instant dry yeast in additive
solutions as well as the treatment of the instant dry yeast, but previously hydrated in water,
were followed by viability measures and activity of fermentation (variations in dough volume
and CO; evolution). The time effect of the opened packing of the instant dry yeast on the
fermentation activity, the internal glycerol and the cellular viability variations were also
determined. The following treatments were applied to yeast, previously hydrated in water: a)
incubation in citrate solution; b) application of heat shock to suspension cells in citrate
solution. Instant dry yeast was directly hydrated in water at room temperature and in lysine
solution at 37°C. Direct hydrations of instant dry yeast in 0,15 mol.L! citrate solutions at pH
6.9 and 7.5 for 40 min at room temperature provided increases in dough volume around 25-
29% (35.4-36.6 mL/180 min of fermentation) in relation to the control (28.3 mL/180 min of
fermentation). However, direct hydration of instant dry yeast in water for 10 min at room
temperature provided a dough volume (36.0 mL/150 min fermentation) as good as the ones
obtained after citrate hydration, but with shorter hydration and fermentation time. Direct
hydration of instant dry yeast in 2.0% e 0.5% glucose solutions for 40 min at room
temperature provided increases in CO, evolution around 33-38% (53.7-56,0 mL/180 min of
fermentation) in relation to the control (40.5 mL/180 min of fermentation). However, direct
hydration of instant dry yeast in water for 10 min at room temperature provided a CO;
evolution (79.0 mL/180 min of fermentation) bigger than the CO, evolution previously
obtained with glucose hydration. Direct hydration of instant dry yeast in 0.08 mol.L" lysine
solutions for 120 min at 37°C provided increases in cellular viability around 2.09 times higher
(15.1 cfumL” x 102) in relation to the control (7,2 cfumL™ x 102). Although, direct hydration
of instant dry yeast in water for 40 min to 80 min at room temperature provided viabilities
(16,6 cfumL™ x 10* and 16,4 cfu.mL™” x 10%) bigger than the ones obtained previously (after
lysine hydration). Therefore, it was concluded that the direct hydration of instant dry yeast in
water for 10 min at room temperature was the best hydration condition obtained in relation to
the dough growth and CO,; evolution. Nevertheless, direct hydration in water for 40 to 80 min
at room temperature was the best hydration condition obtained in relation to cellular viability.
Key words: Instant dry yeast. Treatment with additive solutions. Viability. Activity of dough

fermentation.
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1 - INTRODUCAO

Durante séculos, o pao tem sido o principal alimento nos paises ocidentais, por esse
motivo a tecnologia da producdo de fermentos e formulacdo de paes tem passado por uma
constante evolugdo através dos tempos (GUGERLI et al., 2004). A variedade de pies e
fermentos encontrados no mercado, nos dias de hoje, € bastante grande. O papel da levedura
de panificagcdo na inddstria de alimentos € de extrema importincia e por isto indmeras
publicacdes sobre a producdo de fermentos e fabricacdo de pdes podem ser encontradas na
literatura. As células de levedura fermentam acticar (glicose, frutose, sacarose e maltose) sob
condi¢cdes anaerdbicas produzindo didéxido de carbono, etanol e subprodutos. Assim, a
levedura fermenta produzindo e liberando CO, que € um dos grandes responsaveis pelo
aumento do volume da massa de pao, bem como a formagdo de produtos secunddrios que
conferem aroma, sabor e a textura desejavel ao pdo final. A Figura 1 mostra a via de
degradacdo de glicose ou glicdlise que € a responsdvel pela evolugdo de CO,. A fonte de
glicose na massa é a maltose resultante da degradagio do amido pela B-amilase presente na
propria farinha. Nos dias de hoje a levedura de panificagdo mais utilizada € a do tipo
Saccharomyces cerevisiae. Apesar da grande variedade de formas de leveduras encontradas
comercialmente a levedura prensada ou levedura Umida ainda é a mais utilizada pelos
consumidores. A preferéncia pela levedura prensada se deve a sua maior atividade de
fermentacdo na massa de pao quando comparada com as demais formas de levedura. Quando
se compara a atividade de fermentacao da levedura prensada com a atividade da levedura seca
fica explicita a superioridade da levedura prensada. Devido ao seu maior poder de
fermentacdo uma quantidade 2-3 vezes menor que a levedura seca € necesséria para obtencdo
do mesmo desempenho. Além disto, poder ser adicionada diretamente a massa sem a
necessidade de hidratacdo prévia como no caso da levedura seca. O melhor desempenho da
levedura prensada ocorre pelo fato da mesma possuir maior teor de dgua intracelular (67-
73%) e um teor de proteina relativamente alto (42-56%) (BRONN, 2006). No entanto,
trabalhar com a levedura prensada requer certos cuidados. Por exemplo, por se tratar de um
material biolégico com alto teor de umidade este se torna suscetivel a contaminagdes e por
isso deve ser estocado em refrigerador (0-4°C). Este tipo de levedura possui vida de prateleira
curta (3-4 semanas). Na tentativa de eliminar o problema da vida de prateleira curta da
levedura prensada, a “Gist Brocades” da Holanda fabricou em 1969 a levedura seca

instantinea FERMIPAN (BRONN, 2006).
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A levedura seca instantinea resulta de secagem em leito fluidizado das células de
levedura prensada deixando-as com um teor de dgua intracelular da ordem de 4-6% apds a
secagem. Trés fases do processo de fabricacio e uso da levedura seca instantanea sdo criticas
(secagem, armazenamento e hidratagdo) para o seu desempenho em panificacdo. Estas fases
podem alterar a estrutura de sua membrana plasmatica e levar a perda de viabilidade ou a um
desempenho metabdlico inferior na massa dos paes. A estabilidade do fermento prensado
(armazenado em geladeira) e do fermento seco (armazenado a temperatura ambiente) depende
das condicdes de propagacdo e estocagem do fermento, bem como da linhagem de levedura
utilizada (BAGUENA et al., 1991). Deficiéncias de aminodcidos e amonia durante o processo
de propagacdo levam ao actimulo de SO, que € letal a célula (RECONSTITUTION, 2006).

Durante a secagem, as membranas celulares passam por um processo de
desorganiza¢do da estrutura que pode terminar em ruptura. A cinética de desidratacdo da
levedura prensada para obtencdo da levedura seca durante a secagem € de extrema
importancia. Marechal e Gervais (1994) mostraram a importancia da cinética de desidratacdo
para a manutencdo da viabilidade da levedura do tipo Saccharomyces cerevisiae. A
desidratacdo lenta (15-25 min) aumentou a viabilidade quando comparada com a desidratacdo
rapida. Outro fator positivo sobre a viabilidade celular € a realizacdo da desidratagdo da
levedura em presenca de acucar (trealose e sacarose) (LESLIE et al., 1995). Durante a
desidratacdo, a retencdo da viabilidade celular estd relacionada com a fase de crescimento,
porque as células sdo mais tolerantes a condi¢des de estresse em fase estaciondria como € o
caso da levedura seca instantinea (GERVAIS et al, 1992). Com o baixo teor de agua
intracelular obtido através da secagem, as células da levedura seca instantanea podem ser
estocadas em seu pacote original (fechado a vicuo) a temperatura ambiente por até dois anos
sem perdas de viabilidade.

A reidratacdo € considerada a fase mais critica do processo. Uma boa hidratacdo
assegura a obtencao de células com boa viabilidade e caracteristicas de fermentagdo (WINE -
GROWERS, 2006). As caracteristicas do fermento seco dependem da cinética e da
temperatura de reidratagdo. A viabilidade celular é também dependente da cinética de
reidratacdo (POIRIER et al., 1999). Recomenda-se que a atividade da 4gua seja mantida na
faixa de 0,117-0,455 durante a hidratacdo e isto ndo acontece em reidratacdo rdpida. Na
pratica, recomenda-se o uso de dgua de reidratacdo da ordem de 5-10 vezes o peso da
levedura (WINE - GROWERS, 2006). Em relac@o a temperatura de hidratagdo os dados mais
recentes encontrados na literatura recomendam que a levedura deva ser diretamente hidratada

(sem hidratacdo prévia) por 20 min a 37°C (ROUSTAN e SABLAYROLLES, 2002) e/ou por
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20 min a 38°C (BELLISSIMI e INGLEDEW, 2004). O fermento nao deve ser hidratado
abaixo de 35°C e acima de 40°C (YEAST, 2007). A respiracdo e a fermentagdo sdo mais
baixas em levedura seca ativa (ADY) quando hidratada a 0°C que no caso da levedura ADY
hidratada a 40°C. No entanto, Poirier et al., (1999) observaram aumento da germinacdo das
células ap6s 30 min de hidratagdo, quando as células foram hidratadas na faixa de temperatura
de 9°C - 50°C ap6s desidratacdo a 25°C. O pH intracelular também influencia a retencdo de
viabilidade durante o processo de hidratagdo. A relacdo entre a viabilidade e o pH intracelular
em leveduras do tipo Saccharomyces cerevisiae (prensada) foi investigada utilizando células
menos vidveis (perda de viabilidade) por estocagem a baixas temperaturas, tratamento com
etanol e tratamento térmico. Esse estudo mostra que a viabilidade sobe com o pH intracelular,
mas diminuicdes sao observadas com o aumento do etanol do meio (IMAI e OHNO, 1995).
Efeitos das condicoes de hidratacdo sobre a morfologia das células - a
permeabilidade da membrana aumentou durante a hidratagdo. Além disso, a membrana da
levedura (ADY) previamente hidratada a 0°C ndo recupera sua permeabilidade, mesmo
durante horas a 40°C, porque as membranas celulares a 0°C apresentam estruturas mais
desordenadas (PENA et al., 1992). Variacdo da temperatura de hidrata¢io levou a variagio na
velocidade de fermentacdo de glicose e esta foi mais rdpida com a levedura hidratada a 40°C
que a 0°C. A viabilidade aumenta com o aumento da temperatura de hidratacdo na faixa de
0°C a 40°C (PENA et al., 1992). Profundas modificacdes ocorrem na membrana celular
durante a secagem e hidrata¢do, como mostra a microscopia eletronica (BEKER et al., 1984).
A Figura 2 mostra as mudangas em inclusdes celulares que podem ocorrer durante a

desidratacdo e hidratacao de células.

Figura 2 - Microscopia eletronica de células de Saccharomyces cerevisiae (BEKER et al., 1984): A, células
coletada na fase estaciondria; B, depois de desidratagdo por 1,5 h; C, célula morta durante desidratagdo e
hidratacéo.
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Efeito de aditivos no processo de fermentacio de massas de paes

O papel do glicerol - o glicerol pode ser sintetizado ou consumido pelas células como
fonte de carbono. Uma vez dentro das células é convertido por uma quinase (consumo de um
ATP) em glicerol-P e, a seguir, é convertido a diidroxiacetona fosfato. A diidroxiacetona
fosfato € metabolizada pela via glicolitica. O glicerol é um estabilizante osmético intracelular,
por proteger as estruturas celulares frente a calor e altas concentracdes internas de sais. O
efeito do glicerol sobre a viabilidade € dependente da sua concentra¢do, diminuindo com o
aumento da pressdo osmoética (BENEY et al., 2001). O xilitol é outro poliol que mostrou
capacidade de estabilizar estruturas durante a secagem de leveduras (KRALLISH et al.,
1997).

O papel da trealose - um papel de destaque tem sido atribuido a trealose, em caso da
anidrobiose, na qual ocorre reducdo do metabolismo devido a perda extrema de &4gua
(CLEGG, 2001). Teores de trealose da ordem de 20% (peso seco) tém sido descrito para
alguns organismos (MADIN e CROWE, 1975). A estabilizacdo de estruturas celulares sob
condic¢des de estresse foi atribuida a trealose e duas hipdteses (CROWE et al., 1998) foram
propostas para explicar este efeito. Segundo a hipdtese da troca pela dgua, a trealose
substituiria a dgua, formando ligacdes de hidrogénio com macromoléculas da estrutura
celular, preservando assim a estrutura biolégica viva durante a secagem. A hipétese da
vitrificacdo propde que a trealose forma estrutura amorfa durante a secagem que protege as
membranas e proteinas por limitar o movimento, agregacao de protefnas e difusdo de radicais
livres. Soubeyrand et al., (2006) verificaram que as variagdes em concentracdes de trealose
total (intra e extracelular), durante o processo de hidratacio, foram dependentes das linhagens
de leveduras ensaiadas. No entanto, correlacdes entre a viabilidade e a trealose intracelular
ndo foram observadas antes ou apds a secagem da levedura (KRALLISH et al., 1997).
Estudos sobre a estocagem da levedura prensada em geladeira foram concluidos recentemente
(TININIS, 2005) e os dados descrevem que a mobilizacdo da trealose diminuiu durante a
estocagem em geladeira e mais ainda durante a estocagem da levedura prensada a -18°C. Em
condi¢cOes Otimas de crescimento o teor de trealose da levedura Saccharomyces cerevisiae
pode ser da ordem de 45% (peso seco), como determinado por Van Dijck et al., (1995).

O papel dos acidos organicos fracos e efeitos do pH - os acidos orgénicos fracos
mais envolvidos com a industria de alimentos sdo o sérbico, latico, ascorbico, succinico,
malico e citrico. Mais recentemente, Peres et al., (2005) verificaram que o pré-tratamento das
células com solucdo de 4cidos organicos fracos, notadamente o 4cido citrico, levaram a um

aumento da atividade de crescimento da massa do pao franc€s quando a levedura pré-tratada e
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prensada foi estocada a 30°C por trés dias. Notou-se, no mesmo trabalho, acimulo de glicerol,
manutencao de niveis altos de proteinas totais e viabilidade ap6s o pré-tratamento do fermento
com solucdo de 4cido citrico a pH 7,5. Os 4cidos orgénicos (aditivos) adicionados as solugdes
de pré-tratamento antes da estocagem a baixas temperaturas foram os &cidos citrico, 14tico,
ascorbico e acético. A atividade fermentativa caiu durante a estocagem em geladeira em todos
0s casos (com maior intensidade em presenga de acido acético a pH 4,5 e menor grau com
acido citrico em pH 7,5). O acido citrico foi o que melhor protegeu as células contra as perdas
em atividade fermentativa, bem como protedlise celular, durante a estocagem. As perdas em
viabilidade foram pouco significativas durante a estocagem tanto a 4°C quanto a -18°C. No
entanto, em presenca de dcidos acético e latico, os teores de glicerol interno aumentaram sem
correspondente aumento em atividade fermentativa (TININIS, 2005).

Uma patente americana (KYOWA et al., 1970) afirma que a adi¢do (0,5% a 10% em
peso) de leucina, isoleucina, lisina, glutdmico, fenilalania e monogliceridio aumentaram a
atividade de fermentacdo da massa quando adicionados ao licor de levedura antes da
prensagem da levedura dimida e o pao resultante mostrou fragrancia superior.

Efeitos dos acticares - a viabilidade pode ser melhorada durante desidratagdo com a
adicdo de dissacarideos tais como maltose (TAN et al., 1995) e sacarose (LESLIE et al.,
1995). Alguns autores chegaram a usar meio de cultivo para hidratacdo ao em vez de 4gua.
Poirier et al., (1999) utilizaram um meio malte de Wickerham enriquecido com adicdo de
frutose.

Efeitos dos aminoacidos e outros metabdélicos - trabalhos mostraram que citrato de
sé6dio a pH 7,5 (PERES et al, 2005), misturas de d&cido citrico/glutdmico e 4cido
citrico/carnitina aumentam a germinacdo em meios sélidos (VELLOSA, 2006). A atividade
de fermentacdo da massa congelada aumentou durante a estocagem em congelador (TININIS,
2005) com o uso da levedura prensada pré-tratada com a mistura citrulina/glutdmico e
ornitina/glutamico. A betaina protege a sobrevivéncia de Lactobacillus plantarum durante a

secagem (KETS e BONT, 1994).

2 - OBJETIVOS

Objetivo geral: O presente trabalho tem por objetivo estudar o efeito da hidratacdo
do fermento seco instantidneo comercial sobre a atividade de fermentacdo na massa do pao
francés.

Objetivos especificos:
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e Comparar os tratamentos aplicados diretamente a levedura seca com os aplicados a
levedura apds a sua hidratagcdo prévia em dgua, quanto aos parametros de fermentagcao
na massa do pao (variagdes em volumes e velocidades de evolugdo de CO, e
crescimento da massa do pao).

e Estudar o efeito da temperatura durante a hidratagdo do fermento sobre os parimetros
de fermentag@o na massa do pao e viabilidade celular.

e Comparar os efeitos de aditivos (aminodcidos, estabilizantes osmdticos, matérias
complexas como extrato de levedura) presentes nas solugcdes de hidratacdo sobre os
parametros de fermentacgdo e viabilidade celular.

e Comparar os efeitos dos melhores aditivos na hidratacdo do fermento sobre a

fisiologia das células (glicerol interno).

3 - MATERIAL E METODOS
3.1 - Leveduras

Os seguintes fermentos foram utilizados: fermento bioldgico seco instantineo
Fermix (embalagem contendo 10g ndo embalada a vacuo) fabricado na Holanda por “DSM
Bakery Ingredients”; fermento biolégico seco instantineo Fermix (embalagem contendo
10g ndo embalada a vacuo) fabricado no Chile pela “Gist Brocades”; fermento biologico
seco instantineo Fermix (embalagem contendo 10g nfo embalada a vicuo e embalagem
contendo 110g embalada a vacuo) fabricado em Istambul, Turquia por “PAK GIDA”.

3.2 - Formas de hidratacio do fermento seco, realizadas antes da medida da atividade
de fermentacdo (variacdo do volume da massa e evolucdo de CO;) na massa do pao
francés

3.2.1 - Hidratagdo direta do fermento seco
Suspendeu-se 0,5g de fermento seco em 10,0 mL de dgua destilada ou em solugdes de
aditivos e a suspensdo foi incubada (agitagdo periddica) em temperaturas e tempos varidveis
(até 120 min) conforme necessidade do experimento. Ao final das incubagdes, volumes da
suspensdo de células contendo 0,15g de levedura seca foram pipetados (com uma pipeta de
liquido viscoso) e em seguida centrifugados a temperatura ambiente (5 min a 3000 rpm) para
coleta de células a serem analisadas. A massa de células foi imediatamente resuspensa em
6,2 mL de dgua e usada no preparo da massa do pao.
3.2.2 - Lavagem do fermento com dgua a temperatura ambiente seguida de tratamento

por 20 min com solugdo de citrato
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O fermento seco foi previamente hidratado em dgua por 15 min a temperatura
ambiente (28,8°C), como descrito no item 3.2.1. Logo ap6s a hidrata¢do prévia, o fermento foi
lavado duas vezes com dgua e resuspenso em solucdo de citrato (também a temperatura
ambiente). O ensaio foi realizado com o ajuste do pH da suspensdo de células a 7,5 e sem o
ajuste do pH (pH 6,9 da suspensdo celular sem ajuste). A hidratagdo com citrato deu-se por 20
min antes da centrifugacao (5 min a 3000 rpm) e resuspensao das células em &agua (6,2 mL)
para adi¢do a massa de pao nos ensaios de panificacio.

3.2.3 - Choque térmico aplicado por 15 min a 43°C a células suspensas em solugoes de
citrato

O fermento seco foi diretamente hidratado em solucdo de citrato por 30 min a
temperatura ambiente (23-26°C), como descrito no item 3.2.1. Em seguida, apds a hidrata¢do a
temperatura ambiente, a suspensdo de fermento em citrato foi submetida a um choque térmico
de 43°C por 15 min antes da centrifugacdo (5 min a 3000 rpm) e resuspensao em dgua (6,2 mL)
para adi¢do a massa. A temperatura utilizada para o choque térmico (43°C) foi escolhida por
ser considerada suficientemente alta, uma vez que as células estavam a temperatura ambiente.

3.2.4 - Tratamentos com solugoes de aditivos por 20 min a 37°C apds hidratagdo prévia e
lavagem com dgua a temperatura ambiente

O fermento seco foi previamente hidratado em &dgua por 15 min a temperatura
ambiente (24°C), como descrito no item 3.2.7, lavado por duas vezes com dgua e resuspenso
em solugdes de aditivos por 20 min a 37°C antes da centrifugacio (5 min a 3000 rpm) e
resuspensao em 4dgua (6,2 mL) para adi¢do & massa.

3.3 - Medida da atividade de fermentacao na massa de pao

Por¢des de massa de pao (pao francés) foram preparadas para conter inicialmente
10,0g de farinha, 0,2g de cloreto de sddio, 6,2 mL de dgua e 0,1g de levedura prensada pré-
tratada (MURAKAMI et al., 1996). A massa de pao resultou da mistura dos ingredientes em
um almofariz e de forma manual utilizando-se luvas. A massa foi rapidamente transferida
para um cilindro graduado de boca larga. Este cilindro foi hermeticamente fechado e o CO;
liberado da massa passou por um frasco contendo solucdo saturada de sal (100 mL). A
passagem do CO, forcou a saida da soluc@o saturada de sal para um cilindro graduado
(Figura 3). A medida do volume da solug¢@o salina no cilindro foi proporcional ao volume de
CO; liberado da massa. Depois da adicdo da massa ao cilindro de boca larga, a evolucdo de
CO; foi acompanhada por 3 horas a 32°C, conforme procedimento em rotina em nosso
laboratério (BURROWS e HARRISON, 1959; PERES, 2001). No presente trabalho, 0,1g a

0,3g de fermento seco foram utilizados. Os volumes finais de massa e CO, aparecem nos
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resultados. As velocidades resultaram de regressdo linear das curvas de tempo da varia¢do do
volume da massa e evolucdo de CO,. As velocidades de crescimento de massa e evolucao de
CO, foram calculadas através de regressao linear e expressa em mililitros de massa ou CO,
por minuto de fermentagio (mL.min"), enquanto que as medidas dos volumes de massa e

evolucdo de CO, foram expressas em mililitros (mL) de massa ou CO,.

openpell opupo

Figura 3 - Dispositivo usado para medida do crescimento da massa e evolugdo de CO, da

massa de pdo: frasco para a fermentagdo da massa (A); frasco contendo solugdo saturada de
NaCl (B); cilindro graduado (C) para coletar a solu¢do de NaCl expelida pelo gas
proveniente do frasco A; tubo lateral (D) para adi¢do da solugdo de sal ao frasco B.

3.4 - Determinacdo da quantidade de fermento para utilizacio nos ensaios da
ativacao da fermentacio na massa de pao
Suspendeu-se 0,5g de fermento seco em 4gua por 10 min a temperatura ambiente
(27,6°C), como descrito no item 3.2.1, pipetou-se volumes contendo diferentes quantidades de
fermento (0,1g, 0,2g e 0,3g) e centrifugou-se (5 min a 3000 rpm) as amostras antes da
resuspensdo em dgua (6,2 mL) para adicdo a massa. A atividade de fermentacdo na massa do
pao foi medida como descrito no item 3.5.
3.5 - Ensaio da viabilidade celular da levedura seca
3.5.1 - Hidrata¢do da levedura seca comercial para ensaio da viabilidade -
suspendeu-se 0,05g de levedura seca em 10,0 mL de dgua destilada ou em solucdes de
aditivos e incubou-se as suspensdes de células em temperaturas e tempos variaveis (até 120
min) antes do plaqueamento em meio sélido. Uma quantidade de fermento dez vezes menor
(0,05g) que a utilizada nos ensaios de atividade fermentativa foi utilizada nos ensaios de
viabilidade celular na tentativa de minimizar os erros, proporcionados pelo nimero de

diluicdes realizadas nesse ensaio (viabilidade celular), frente aos resultados.
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3.5.2 - Plaqueamento para medida da viabilidade - as suspensdes de células foram
contadas em cadmara de Neubauer apés diluigdes de 10 vezes. Um volume da suspensio
diluida 15.000 vezes, contendo 400 coldnias, foi inoculado em placas petri (meio YPD). Apds
2-3 dias a 30°C foram realizadas as contagens de coldnias e o niimero de vidveis foi calculado
e expresso em cfumL” (unidade formadora de colonias/mL) da suspensdo diluida. Cada
célula semeada na placa resulta em uma coldnia.

3.6 - Tratamento do fermento seco com solucoes de aditivos a 37°C para
determinacao dos teores de glicerol interno das células

O fermento seco foi hidratado (como descrito no item 3.2.7) a 37°C, com solugdes de
aditivos, por tempos varidveis como exigido pelo experimento. Apds hidratacio centrifugou-
se a 4°C (5 min a 6000 rpm) uma aliquota contendo 0,1g de fermento, que foi suspensa em
1,0 mL de dgua destilada, sendo a suspensao transferida para tubos de 10,0 mL, com tampa e
de fundo chato, contendo 1,0g de esferas de vidro de 0,5 mm de didmetro. A suspensdo foi
congelada em congelador por aproximadamente 3 horas antes da lise mecanica das células. A
lise das células se deu por agitacdo mecanica dos tubos durante 4 ciclos de 30 segundos de
agitacdo em agitador de tubos (modelo Rx’; marca VELP SCIENTIFICA). A seguir, a
determinacdo dos teores de glicerol interno foi realizada como descrito no item 3.7.

3.7 - Medida dos teores de glicerol interno

O glicerol interno foi ensaiado utilizando um Kit de dosagens de triglicéride 120 -
TRIE 4111, fabricado por Doles Reagentes e Equipamentos para Laboratérios LTDA-
Goiania. Este Kit é baseado na utilizag¢do da glicerol quinase e da glicerol fosfato oxidase que
convertem o glicerol em diidroxicetona e H,O,. A dgua oxigenada na presenca de 4-
clorofenol, 4-aminoantipipirina e sob acdo da enzima peroxidase origina um produto de
coloragdo avermelhada (4-antipirilquinonimina), cuja intensidade de cor € diretamente
proporcional a concentragdo de glicerol na amostra. A medida foi feita em espectrofotdometro
com absor¢do mdxima a 510nm. A curva analitica do ensaio do glicerol encontra-se descrita

na Figura 4.
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Figura 4 - Curva analitica do glicerol.

4 - RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 - A heterogeneidade da levedura comercial seca

A levedura comercial seca € um material bioldgico muito heterogéneo. A Figura S
mostra um plaqueamento realizado com a levedura seca apds hidratagcdo em dgua. Uma
grande heterogeneidade entre as colonias pode ser observada. Esta diversidade pode estar
relacionada com o estresse proporcionado ao microorganismo durante o processo de
estocagem. Durante a estocagem (até dois anos a temperatura ambiente) este tipo de fermento
(levedura seca) possui um teor de dgua intracelular (4-6%) muito baixo (BRONN, 2006).
Esse teor de dgua intracelular baixo pode, possivelmente, causar a heterogeneidade observada
entre as coldonias como resposta ao estresse. Por outro lado, durante a secagem a levedura é
submetida a temperaturas ao redor de 35°C (BRONN, 2006), elevadas o suficiente para
desidrata-la com menor perda em viabilidade. No entanto, o aumento da temperatura provoca
um estresse sobre o microorganismo, que também pode ser o possivel causador da
heterogeneidade observada entre as colonias. O tempo de maturacdo das células também deve
ser levado em conta quando se trata da heterogeneidade celular, uma vez que as células

embaladas para comercializacdo podem ser tanto células mae quanto brotos.
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Figura 5 - Heterogeneidade do fermento bioldgico seco distribuido
por Fermix e produzido em Istambul, Turquia por “PAK GIDA”.

4.2 - Ensaio da atividade de fermentacio da massa: efeito da quantidade de fermento
seco hidratado por 10 min a temperatura ambiente
As Tabelas 1 (variagdo em volume de massa) e 2 (variagdo em volume de CO2)
mostram os efeitos da quantidade de fermento seco, hidratado por 10 min a temperatura
ambiente (27°C), sobre a atividade fermentativa da massa de pdo francés. O tempo de
hidratacdo (10 min) foi escolhido por ser suficiente para formacdo e manutengdo de uma
suspensdo de células homogénea a temperatura ambiente (27°C) e por ndo requerer
aquecimento. Apesar da literatura recomendar a hidratacdo direta do fermento seco por
15-20 min a 37°C (ROUSTAN e SABLAYROLLES, 2002), neste primeiro instante a
intencdo era somente comparar os efeitos das quantias de fermento seco sobre os parametros
fermentativos (crescimento de massa e evolucido de CO;) para selecionar a quantidade mais
adequada para dar inicio aos trabalhos. As Tabelas 1 ¢ 2 mostram que o aumento da
quantidade de fermento causou variacdes tanto em volume de massa quanto em evolugdo de
CO,, sendo obtidos maiores volumes de massa (34,0 + 2,0 mL/150 min de fermentacdo), para
a massa que continha maior quantidade de fermento (0,3g). No entanto, quanto ao volume da
evolucdo de CO, a massa que continha 0,2g de fermento seco apresentou maior valor (78,0 +
6,1 mL/180 min de fermenta¢do). Resultados surpreendentes com o aumento da quantidade de
fermento na massa do pdo foram obtidos. A massa que continha maior quantidade de
fermento seco (0,3g) apresentou decréscimo tanto em velocidade de crescimento da massa
(44%) quanto em velocidade de evolugdo de CO; (29%), em relagdo a massa de referéncia
que continha menor quantidade de fermento seco (0,1g). Variacdes nos parametros
fermentativos também foram observadas quando a farinha, da mesma marca (Renata), mas de
embalagens distintas, foi utilizada. Decréscimos em volume final de massa (16% ap6s

180 min de fermentacdo) e volume final de evolugdo de CO, (6% apds 180 min de
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fermentacdo) foram observados em relacdo ao ensaio de massa que continha 0,1g de
fermento. Essas variacdes obtidas sobre os pardmetros fermentativos para as massas de pao
contendo farinha de embalagens distintas podem possivelmente estarem relacionadas com a
forma que a massa foi macada e ndo com a farinha utilizada, uma vez que este processo foi
totalmente manual tornando impossivel uma padronizacdo do mesmo. Acredita-se que com a

padronizacdo da forma de macar a massa resultados mais confidveis poderiam ser obtidos.

Tabela 1 - Efeito da quantidade de fermento seco hidratado em 4gua por 10 min a
temperatura ambiente (27,6°C) sobre a velocidade de crescimento da massa e o volume final

da massa.
Massa do pao
Velocidade do crescimento Volume final da massa
Fermento da massa
(g2 . Tempo de
(mL/“E“) (mL/min/g) Valqres fermentacio mL
x 10 relativos (min)
0,1 270+1,4 2,7+0,14 1,00 }28 gg’g i i’g
0.2 361222 1.8+0.11 0,67 }28 23’8 * g’g
03 454+58  1,5+0,19 0,56 128 33’8 N i’g
0.1 180408  1,8+008 0,67 }gg %‘7"8 * g'g

Fermento biolégico seco (embalagem contendo 10g) distribuido por Fermix e produzido em Istambul, Turquia por “PAK
GIDA”; “ gramas de fermento/10 gramas de farinha conforme a formulagdo de massa proposta por Murakami et al., (1996);
*0,1g de fermento seco ensaiado com 10g de farinha da mesma marca (Renata), mas de embalagem diferente.

Tabela 2 - Efeito da quantidade de fermento seco hidratado em &4gua por 10 min a
temperatura ambiente (27,6°C) sobre a velocidade da evolug¢do de CO, e o volume final da
evolucdo de CO,.

Evolucio do CO,
Velocidade da evolucio de CO Volume final
Fermento ¢ 2 da evoluciio de CO,
(@)
(&/e) (mL/min) . Valores Tempo d:e
2 (mL/min/g) . fermentacao mL
x 10 relativos .
(min)
150 52,0+£54
0,1 345+04 3,5+0,04 1,00 130 62.5+52
150 65,0+5,0
0,2 51,0+£1,1 2,6 £0,06 0,74 180 78.0 + 6.1
150 68,0£5,0
0,3 76,0 +£0,9 2,5 +0,03 0,71 180 72.5+7.1
150 48,5+3,5
* 9 9
0,1 31,3+ 1,0 3,1 £0,03 0,89 180 50.0+3.2
Fermento biol6gico seco (embalagem contendo 10g) distribuido por Fermix e produzido em Istambul, Turquia por “PAK
GIDA”; ® gramas de fermento/10 gramas de farinha conforme a formulagio de massa proposta por Murakami et al., (1996);

*0,1g de fermento seco ensaiado com 10g farinha da mesma marca (Renata), mas de embalagem diferente.
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A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que o aumento da quantidade de
fermento proporcionou variagées nos volumes de CO; e nos volumes de massa, bem como,
quedas nas velocidades de evolugdo de CO, e crescimento da massa. Em relacdo aos
parametros fermentativos observou-se que variagdes também foram obtidas quando amostras
de farinha (mesma marca) de embalagens distintas foram utilizadas. Quanto a determinacio
da quantidade de fermento a ser utilizada nos ensaios de fermentacdo na massa do pao,
decidiu-se utilizar 0,15-0,20g por ter sido a quantidade que apresentou maior evolugdo de

CO..

4.3 - Ensaios preliminares baseados em melhoramentos conseguidos para a levedura
umida: efeitos sobre a atividade fermentativa de tratamentos aplicados ao fermento
previamente hidratado em dgua (15 a 30 min) a temperatura ambiente (23 a 28,8°C)

Estes ensaios foram realizados para verificar se a levedura seca responderia aos
tratamentos assim como a levedura prensada (PERES et al, 2005). Admitindo-se a
possibilidade de se conseguir alguma melhora da levedura com algum pré-tratamento ja seria
uma vantagem. A hidratacdo prévia do fermento seco foi inicialmente realizada a temperatura
ambiente, apesar da literatura recomendar a hidratagio direta (15-20 min) a 37°C (ROUSTAN
e SABLAYROLLES, 2002), na tentativa de tornar o processo mais pratico por ndo requerer
aquecimento.

4.3.1 - Lavagem do fermento com dgua a temperatura ambiente seguido por tratamento
por 20 min com solugdo de citrato a pH 6,9-7,5

A Tabela 3 compara os efeitos da hidrata¢do prévia (hidratagdo em dgua por 15 min a
28,8°C) e lavagem (duas lavagens com édgua) do fermento quando hidratado em solugdo de
citrato 0,15 mol.L™ com e sem ajuste do pH a 7,5 das suspensdes de células. Um controle, no
qual as células foram diretamente hidratadas em dgua (sem hidratagcdo prévia e lavagem), foi
usado como referéncia. A hidratacdo com agua, das células previamente hidratadas e lavadas,
permitiu um aumento em volume de massa da ordem de 12%, enquanto que a hidratacio das
células com solucdo de citrato a pH 6,9 permitiu elevar o crescimento da massa para 21%. O
pH 6,9 da suspensdo de células favoreceu o crescimento da massa (21%), enquanto o pH 7,5
favoreceu a evolugdo de CO; (28%). Assim, o tratamento com solucdo de citrato a pH 7,5,
respondeu conforme esperado (PERES et al., 2005), ou seja, com a melhora do fermento.
Seria conveniente comparar este resultado com a hidratacdo recomendada na literatura, ou
seja, a 37°C (ROUSTAN e SABLAYROLLES, 2002) e num mesmo experimento. O simples

fato de realizar uma hidratacdo prévia do fermento seco seguida de lavagem com &4gua, na
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tentativa de tornd-lo mais semelhante possivel ao fermento timido, permitiu obter um aumento
em volume de massa devido a regeneracdo da estrutura celular e a retirada parcial de possiveis
aditivos industriais devido a lavagem. Contudo, o tratamento posterior do fermento seco
previamente hidratado em dgua, com solugdes de citrato 0,15 mol.L" a pH 6,9 e 7,5 levaram a
melhoras em evolucdo de CO; e crescimento de massa. A elevacdo do pH favorece o actimulo

de glicerol interno e reduz a necessidade da extrusdo de prétons (PERES et al., 2005).

Tabela 3 - Efeitos do tratamento por 20 min em solugido de citrato aplicado a células previamente
hidratadas por 15 min a temperatura ambiente (28,8°C) e seguido por lavagem em dgua (duas vezes).

Variacio da massa Evolucao de CO,
. Volume final/180 min . Volume final/180 min
Solucoes Velocgdade de fermentacio Velocgdade de fermentacio
hidratantes (mL/min/0,2g (0,2 g fermento) (mL/min/0,2¢ (0,2 g fermento)
fermento) fermento)
x 102 mL Valores x 102 mL Valores
Relativos Relativos
Agua
apH7,5
(hidratacgo por || o7 64 1 240445 1,00 32,1£1,6 48526 1,00
35 min sem
lavagem ap6s
hidratagdo)
Agua
248 +£2,1 27,0+32 1,12 27,4 +0,5 49,0 +£4,1 1,01
(apH7,5
Citrato
0,15 mol.L"! 27,6 £1,0 29,0+3,2 1,21 356+14 56,0+ 1,0 1,15
apH 6,9)
Citrato
0,15 mol.L"! 20,9 £2.5 27,0+2,0 1,12 33,6 £0,5 62,054 1,28
apH7,5

Fermento biolégico seco (embalagem contendo 10g) distribuido por Fermix, Salvador, Bahia e produzido na Holanda por “DSM Bakery
Ingredients”.
4.3.2 - Choque térmico aplicado por 15 min a 43°C a células suspensas em solugdes de
citrato com aumento na concentragdo do citrato
A Tabela 4 mostra os efeitos da concentragio da solugdo de citrato a pH 7,5, utilizada
no tratamento térmico (15 min a 43°C) aplicado ap6s a hidratacdo prévia (hidratacdo em dgua
por 30 min a temperatura ambiente: 23°C) do fermento seco. O choque térmico a 43°C
quando aplicado as células em presenga de solugdo de citrato 0,2 mol.L”! proporcionou um
decréscimo de 13% em relacido ao volume final de massa quando comparado com o fermento
suspenso em solucdo de citrato 0,1 mol.L™". No entanto, este efeito ndo foi observado frente a
evolucdo de CO,, a qual ndo apresentou variagdes significativas. O incremento em volume de
massa obtido com a hidratacio do fermento seco (previamente hidratado com dgua por

15 min a temperatura ambiente e lavado duas vezes com dgua) com solucdo de citrato
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0,15 mol.L" e sem choque térmico foi superior (aumento de 21%) quando comparado com o
controle (hidrata¢do direta por 35 min em 4gua) (Tabela 3). Comparando-se os valores das
Tabelas 3 (sem choque térmico) e 4 (com choque térmico) tem-se variacdes em volumes de
massas pouco significativas, exceto quando o fermento foi submetido ao tratamento térmico
(15 min a 43°C) em presenga de citrato 0,1 mol.L" (Tabela 4). Neste caso o volume de

massa (31,0 £ 3,2 mL) foi superior.

Tabela 4 - Efeito do choque térmico a 43°C por 15 min quando aplicado a suspensdo de células
hidratadas por 30 min a 23°C em solucdes de citrato a pH 7,5.

Variacao da massa Evolucao de CO,

. Volume final/180 min . Volume final/180 min
Solucoes Xllocfgz)d; de fermentacio VEllocfg%l; de fermentacio
hidratantes ( min/%,2g (0,2 g fermento) (mL/min/0,2g (0,2 g fermento)

de fermento) de fermento)
x 102 mL Valores x 102 mL Valores

Relativos Relativos
. 1%1%1"[1 314421 31,0832 1,00 3815 555+16 1,00
0 ﬁf@tﬁ—l 248+2,1  270+32 087 31,7419  535+1,6 0,96

Fermento bioldgico seco (embalagem contendo 10g) distribuido por Fermix, Salvador, Bahia e produzido na Holanda por “DSM Bakery
Ingredients”.

Ap6s verificar que o choque térmico em presenca de citrato 0,1 mol.L™ foi melhor do
que com citrato 0,2 mol.L"! frente a atividade de fermentacdo (Tabela 4), decidiu-se comparar
os efeitos, sobre a atividade fermentativa, obtidos com e sem choque térmico, utilizando uma
solucdo de citrato na concentragdo de 0,1 mol.L"". A Tabela 5 mostra que o choque térmico
aplicado as células suspensas em solucdo de citrato 0,1 molL" a pH 7,5 apresentou uma
melhora da ordem de 15% em crescimento de massa em relagdo ao fermento, também suspenso
em solugdo de citrato 0,1 mol.L", mas que ndo foi submetido ao tratamento térmico. Os
resultados apresentados nesta ultima tabela mostram também que a melhora na atividade
fermentativa ocorreu devido a exposi¢do ao calor e ndo ao tratamento com citrato, uma vez que
uma amostra (controle) também rehidratada com citrato, mas nao submetida ao choque térmico
apresentou volume de massa inferior (15%). Isto pode estar relacionado com a sintese de
proteinas de choque térmico ou HSPs (Heat Shock Proteins) que ocorre em diversas situagdes

de estresse no interior das células. Variacdes em volume de CO, ndo foram observadas.
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Tabela 5 - Comparacio entre amostras de fermento tratadas com e sem choque térmico a 43°C aplicado a
suspensio de células hidratada por 30 min a 26°C em solucdo de citrato 0,10 mol.L"' a pH 7,5.

Variacio da massa Evolucao de CO,
. Volume final/180 . Volume final/180
Solucoes El:‘%qolée Vﬁllocf:%l; min de fermentacao Vle;lloqﬁ;:;ig min de fermentacao
hidratantes . (mL/min/0,2g (0,2 g fermento) (mL/min/0,2g (0,2 g fermento)
(min) de fermento) de fermento)
x 102 mL Valores x 102 mL Valores
relativos relativos
; (a)
0 ?6t$t()()1 L 0 19,7 +20 26,0+45 1,00 31,0+0,5 57,0+ 3,0 1,00
i ()
0 (1:(1;?:001 15 254+31 30028 1,15 303403  550%41 097

Fermento biolégico seco (embalagem contendo 10g) distribuido por Fermix, Salvador, Bahia e produzido na Holanda por “DSM Bakery Ingredients”;
@ hidratagdo por 45 min a temperatura ambiente; ® hidratagio por 30 min a temperatura ambiente seguida por tratamento térmico a 43°C por 15 min.

4.3.3 - Tratamentos com solugdes de aditivos a 37°C apds hidratacdo (por 15 min) e
lavagem com dgua a temperatura ambiente

A Tabela 6 descreve o tratamento do fermento seco, previamente hidratado (em 4gua
por 15 min a temperatura ambiente: 24°C) e lavado (duas vezes em 4dgua), com solugdes de
aditivos (citrato, glicose e extrato de levedura) por 20 min a 37°C. Considerando apenas a
evolugdo de CO; o unico aditivo que apresentou melhora foi o extrato de levedura 2% (16% de
aumento). Na Tabela 8, observa-se que o fermento seco hidratado diretamente a temperatura
ambiente em extrato de levedura 2% apresentou um aumento em volume final de CO,
semelhante (12%) ao obtido com o fermento previamente hidratado, seguido por lavagem com
dgua e, por fim, tratado com solu¢do de extrato de levedura. Assim, a hidratacdo do fermento
previamente hidratado e lavado com &dgua seguido por tratamento com solucio de extrato de
levedura 2% (Tabelas 6) ndo levou a ganhos em atividade fermentativa quando comparados
com os dados da Tabelas 8. Tanto para o ensaio da Tabela 6 quanto para o da Tabela 8 nio
foram observadas variagdes positivas frente ao crescimento da massa em relacdo ao controle
(4gua pura).

Quando as variagdes em volumes de massa e CO, foram comparadas (em relacdo ao
controle), concluiu-se que os melhores resultados (21% em volume de massa e 28% em
volume de CO;) foram obtidos quando a levedura hidratada e lavada em 4gua a temperatura
ambiente passou por tratamento com solucdo de citrato (pH 6,9-7,5) também a temperatura
ambiente (Tabela 3). No entanto, quando se compara os volumes de massa e CO, mostrados
nas Tabelas 3-6 tem-se, em ambos 0s casos, o0 maior volume de massa € um maior volume de
CO,, como se pode ver, na Tabela 6 (hidratacdo da levedura seca, previamente hidratada por
15 min a temperatura ambiente e lavada com 4gua, com solugdes de aditivos por 20 min a

37°C). Sendo o maior volume de massa (34,0 + 2,0 mL: controle) obtido apds hidratacdo com



34

dgua e o maior volume de CO; (81,0 = 4,5 mL: 16% em rela¢do ao controle) obtido apds

hidrata¢do com extrato de levedura 2%.

Tabela 6 - Hidratacdo da levedura seca, previamente hidratada por 15 min a 24°C e lavada com &gua,
com solugdes de aditivos por 20 min a 37°C.

Variacdo da massa Evolucao de CO,
. Volume final/180 min . Volume final/180 min
Solucbes ‘;f/loc,;szdl(; de fermentacio m‘f/loc'i:}zdles de fermentacio
hidratantes (mL/min/0,15g (0,15 g fermento) ( min/o,158 (0,15 g fermento)
de fermento) de fermento)
x 107 mL Valores x 1072 mL Valores
Relativos Relativos
Agua*
(pH 4.2) 30,5+0,9 34,0+2,0 1,00 38,9+0,4 70,022 1,00
Citrato”
0,15 mol.L"! 26,7 +2,1 31,0+3,2 0,91 36,9 +0,6 67,5+29 0,96
(PH 5,7)
Gh(‘;‘flez%f% 28,9 + 1,4 30,0£2,0 0,88 398+04  71,0+73  1.01
Extrato de
levedura 2% 254+1,7 31,0+ 14 0,91 43,5+0,8 81,0 £4,5 1,16
(pH 4,9)

Fermento biolégico seco (embalagem contendo 10g) distribuido por Fermix, Salvador, Bahia e produzido no Chile por “Gist Brocades™; * sem
ajuste do pH da suspensio de células.

Os resultados obtidos sobre a levedura seca previamente hidratada permitem concluir
que o pH 6,9 da suspensdao de células em solucdo de citrato 0,15 mol.L"" favoreceu o
crescimento da massa, enquanto que a elevacdo do pH da suspensdo para pH 7,5 favoreceu a
evolugdo de CO,. Quanto ao choque térmico (43°C) em presenga de solugdo de citrato
0,1 mol.L" obteve-se aumento em volume de massa e perda do efeito do citrato sobre a
evolugcdo de CO,. Em relagdo ao tratamento das células (previamente hidratadas e lavadas em
dgua) com aditivos a 37°C somente a solugdo de extrato de levedura 2% apresentou melhora

frente aos pardmetros fermentativos (evolugao de CO»,).

4.4 - Hidratacao direta do fermento seco com solucoes de aditivos a temperatura
ambiente (24,6 °C a 26,1°C) por 40 min sobre a atividade fermentativa
A hidratag¢do direta do fermento seco a temperatura ambiente foi realizada com o
objetivo de simplificar o processo de hidratagdo (evitar a elevagdo da temperatura). O tempo
de hidratacdo de 40 min foi selecionado com base em um experimento descrito bem mais a
frente (Figura 7), pois nesta temperatura as variacdes em evolucdo de CO, e volume de
massa foram insignificantes até 40 min de hidratagio a 27°C. A escolha desse tempo de

hidratacdo facilitaria a observagdo de uma possivel melhora, proporcionada por algum dos
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aditivos utilizados, sobre os parametros fermentativos ensaiados (crescimento de massa e
evolucdo de CO,). O tempo 6timo de hidratacdo poderia ja ter propiciado os melhores
volumes de massa e CO, e com isso, poderia dificultar a visualizacdo de possiveis melhoras
ocasionadas pelos aditivos.

4.4.1 - Hidratagdo direta do fermento seco, com solucdes de aditivos por 40 min a
temperatura ambiente (26,1°C), sobre a atividade fermentativa

Os aditivos ensaiados em um mesmo experimento foram glicose, dcido glutdmico,

extrato de levedura (composto rico em proteinas e aminodcidos), ergosterol associado ao tween
80 (protetor osmotico) e citrato. Considerando a evolucao de CO,, somente a adicdo de glicose
teve efeito durante a hidratagdo do fermento seco (Tabela 7). Aumentos em evolugdo de CO,
da ordem de 33% e 38% foram obtidos com a adicao de glicose 2,0% e 0,5%, respectivamente.
Esses aumentos em volumes de CO, podem estar relacionados com o fato da glicose (utilizada
para a hidratacdo das células) ser uma fonte de carbono e isso pode ter estimulado a via
glicolitica proporcionando uma fermentagdo mais eficiéncia e consequentemente uma maior
liberacdo de CO,. Apesar de a glicose extracelular (utilizada para hidratacdo do fermento) ter
sido retirada antes da adicdo do fermento a massa, tem-se que durante o processo de hidratacio
parte desse acticar deve ter sido assimilado pela célula (glicose intracelular) proporcionando o
possivel estimulo a via glicolitica. Teoricamente quanto maior a evolugdo de CO, maior o
volume da massa, no entanto os dados obtidos apds hidratacdo com glicose mostram que na
pratica nem sempre isto acontece, ou seja, a glicose proporcionou aumentos em evolugdo de
CO;, (em relagdo ao controle) enquanto os volumes de massa ndo apresentaram variagdes
significativas. Portanto conclui-se que o crescimento de massa também esta relacionado com a
capacidade da massa em reter o CO, liberado durante o processo fermentativo e ndo somente
com o volume de CO, liberado. As solugdes de citrato também mostraram melhoras, sobretudo
em crescimento de massa, as quais foram independentes do pH (na faixa de 6,9 a 7.5).
Aumentos em crescimento de massa da ordem de 29% e 25% foram obtidos para a hidratacio
com solu¢des de citrato a pH 6,9 e 7,5, respectivamente. Isto pode estar relacionado com o
fado do citrato estar predominantemente dissociado nesta faixa de pH (6,9-7,5) reduzindo a
atividade da via glicolitica necessdria a extrusdo de prétons (consome ATP) durante o
tratamento (PERES et al., 2005). Assim, a solucdo de glicose favoreceu a evolucdo de CO,,
enquanto que a solugdo de citrato favoreceu o crescimento da massa. Em trabalho anterior, a
solucdo de citrato mostrou ser o melhor aditivo, quanto a melhora dos parimetros
fermentativos, quando aplicado 4 levedura prensada (PERES et al., 2005). No trabalho citado,

aumentos na evolugdo de CO, foram observados apds trés dias de incubagdo a 30°C.
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Acido glutdmico 0,008 mol.L! a pH 4,6, extrato de levedura 0,2% (m/v) a pH 5,2,
glicerol 2,0% (v/v) a pH 4,7 e mistura de ergosterol 0,004%, (m/v) e tween 80 0,4%, (v/v) a pH
4,3 foram ensaiados, mas ndao levaram a melhoras significativas frente aos pardmetros
fermentativos.

A solucdo de glicose favoreceu a evolucao de CO,, enquanto que a solucdo de citrato
favoreceu o crescimento de massa. O tratamento com solugdo de glicose 0,5% merece uma
curva de tempo completa mostrando as variacdes em viabilidade, evolucdo de CO, e

crescimento de massa.

Tabela 7 - Efeitos da hidratagio do fermento seco por 40 min a 26,1°C, com solug¢des de aditivos, frente a
atividade fermentativa da massa de pdo francés.

Variacio da massa Evolucao de CO,
. Volume final/180 min A Volume final/180 min
Solucoes de Veloqdade de fermentacao Veloc;dade de fermentacio
aditivos (mL/min/0,2g (0,2 g fermento) (mL/min/0,2g (0,2 g fermento)
de fermfcznto) Valores de ferm_eznto) Valores
x10 mL Relativos x10 mL Relativos
Agua
(pH 4,8) 32,6%1,6 285+2,6 1,00 349+0,6 40,5+6,5 1,00
(controle)
Glicose 0,5%
m/v (pH 3.,8) 31,5+ 1,6 29,5+2,7 1,04 39,1 +£0,7 56,0 4,6 1,38
Glicose 2,0%
m/v (pH 3.2) 29,3+£0,7 29,5+0,0 1,04 323+1,1 53,7+3,7 1,33
Acido
0 “élo‘ga;:;fil 30,4+£0,7  27,5+19 097 206+£0,7 386148 0,95
(pH 4,6)
Extrato de
levedura 0,2% 30,4 +0,7 275+1,9 0,97 25,1£0,8 38,144 0,94
m/v (pH 5,2)
Glicerol
2,0% v/v 27,1£0,0 26,5+ 1,4 0,93 24,3 +0,6 37,2+33 0,92
(pH 4,7)
Ergosterol
0,004% m/v
Tween 80 1,4+£0,7 275+2,7 0,97 23,6+0,3 372+1,5 0,92
0,4% viv
(pH 4.3)
Citrato
0,15 mol.L"! 38.3+1,0 36,5 1,4 1,29 39,5+0,8 42.6 +4,1 1,05
(pH 6,9)
Citrato
0,15 mol.L"! 36.4+14 355+0,0 1,25 40,0+ 1,8 45.6+3.,5 1,13
(pH 7.5)

Fermento biolégico seco (embalagem contendo 10g) distribuido por Fermix, Salvador, Bahia e produzido na Holanda por “DSM Bakery Ingredients”.
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4.4.2 - Efeitos da concentragdo do extrato de levedura sobre a atividade de fermenta¢do
do fermento seco hidratado por 40 min a temperatura ambiente
Na Tabela 8, os fermentos hidratados por 40 min a temperatura ambiente (24,6°C) em
solucdes de extrato de levedura 1% e 2% levaram a aumentos em evolucido de CO, da ordem de
8% e 12%, respectivamente. Por outro lado, o efeito sobre o crescimento da massa ndo foi
significativo. O extrato de levedura 0,2% ndo proporcionou variagdes significativas frente aos

parametros fermentativos confirmando o dado mostrado na Tabela 7.

Tabela 8 - Hidratac@o direta da levedura seca por 40 min a 25,2°C com solugdes de Extrato de levedura.

Variacdo da massa Evolucao de CO,
. Volume final/180 min . Volume final/180 min
Solucdes \;f/loc,isgdl% de fermentacao m‘f/loc'l:}gdles de fermentacao
hidratantes (mL/min/0,15g (0,2 g fermento) ( min/,158 (0,2 g fermento)
de fermento) de fermento)
x 102 mL Valores x 102 mL Valores
relativos Relativos
Agua®
(pH 4.3) 26,0+1,6 31,0+ 1,41 1,00 33,3+0,9 59,5 +2,55 1,00
Extrato de
)
fevscura 273408  27,0£583 087 3B7+12  590+224 099
(pH 4.,4)
Extrato de
Q)
fevedura 26408  30,0£200 097 33,0£08  645+354 1,08
(pH 4,8)
Extrato de
Q)
leve;;ora 254417 2804000 0,90 325413 6654354 1,12
(pH 5,0)

Fermento biolégico seco (embalagem contendo 10g) distribuido por Fermix, Salvador, Bahia e produzido no Chile por “Gist Brocades”; * sem
ajuste do pH da suspensao de células.

4.4.3 - Efeitos do ajuste do pH das suspensoes de células para pH 7,5 contendo solugées

de extrato de levedura sobre a atividade de fermentagdo do fermento seco hidratado
A Tabela 9 mostra os efeitos do ajuste do pH das suspensdes de células para 7,5 do
fermento hidratado com solugdes de extrato de levedura 1% por 40 min a 24,6°C. O fermento
seco hidratado em solu¢@o de extrato de levedura 1% a pH 4,8 (pH da suspensdo de células
sem ajuste) apresentou um aumento de 8% em evolugdo de CO,, enquanto que o fermento
hidratado em solugdo de extrato de levedura 1%, com pH da suspensao de células ao redor de
7,5, ndo apresentou variacdes significativas frente aos parametros fermentativos. Na Tabela
8, o fermento hidratado em solucdo de extrato de levedura 1% a pH 4,8 (pH da suspensdo de

células sem ajuste) também apresentou um aumento de 8% em relacdo a evolugcdo de CO,,
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confirmando o dado mostrado na Tabela 9. Considerando a atividade de fermentagcdo na
massa (variagdes em crescimento da massa) ambos 0s ensaios, mostrados nas Tabelas 8 ¢ 9,
ndo apresentaram aumentos em relacdo ao controle (dgua pura).

Assim, apenas os tratamentos diretos (40 min de hidratagdo) com as solugdes de
glicose 0,5% e 2%, citrato 0,15 mol.L! (Tabela 7) e extrato de levedura 1% e 2% sem o

ajuste do pH da suspensio (Tabela 8 ¢ 9) levaram a resultados satisfatdrios.

Tabela 9 - Hidratagao direta da levedura seca por 40 min a 24,6°C com solugdes de Extrato de levedura.

Variacio da massa Evolucio de CO,
. Volume final/180 min . Volume final/180 min
Solucoes I:If/loc,l:/gdl% de fermentacio \;e/loc.llszdles de fermentacio
hidratantes ( min/0,15g (0,2 g fermento) (mL/min/0,15g (0,2 g fermento)
de fermento) de fermento)
2 Valores 2 Valores
x 10 m 5 x 10 mL .
relativos Relativos
Agua®
30,5+0,9 30,0 +£2,00 1,00 31,3+0,1 56,5 +3,54 1,00
(pH 4.6)
Agua(b)
29,8 +0,4 31,0£3,16 1,03 29,8+ 14 55,0 +4,12 0,97
(pH7,5)
Extrato de
levedura® 1% 26,7 +0,0 29,0 +3,16 0,97 33,0+04 61,0 +3,16 1,08
(pH 4,8)
Extrato de
levedura®™ 1% 254+1,5 28,0 £2,00 0,93 30,7+ 0,6 57,5 +4,53 1,02
(pH 7,5)

Fermento biolégico seco (embalagem contendo 10g) distribuido por Fermix, Salvador, Bahia e produzido no Chile por “Gist Brocades”; ® sem ajuste
do pH da suspensio de células; ® com ajuste do pH 7,5 da suspensio de células.

A partir dos dados obtidos, apds a hidratacdo prévia da levedura seca, é possivel
concluir que a solucdo de extrato de levedura apresenta melhoras frente a evolugdao de CO,
somente em concentragdes acima de 1%. Em relacdo a variagdo do pH da suspensdo contendo
extrato de levedura tem-se que o aumento do pH de 4,8 para 7,5 fez com que o extrato de
levedura deixasse de ter efeito sobre a evolugdo de CO,. A comparagdo entre os aditivos
mostra que as solucdes de glicose 0,5% e 2,0% favoreceram a evolucdo de CO,, enquanto o

citrato a pH 6,9 e 7,5 favoreceram o crescimento de massa.

4.5 - Efeitos dos tempos de hidratacao do fermento seco em agua frente as diferentes
temperaturas de incubacao sobre a atividade de fermentacao e viabilidade celular
4.5.1 - Hidratagcdo a temperatura ambiente
A Figura 6 correlaciona as variagdes entre velocidades de crescimento de massa e
evolugdo de CO,, variacdes em viabilidade e volumes finais de massa e CO, durante a

hidrata¢do do fermento seco a 27°C. Na Figura 6, a viabilidade médxima foi observada na
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faixa de tempo de hidratacdo de 40 min (16,6 + 0,1 cfumL’ x 102) a 80 min (16,4 + 04
cfumL™” x 10%) com queda a partir desta faixa de tempo. No entanto, a atividade fermentativa
foi maior no tempo de hidratagdo no qual a viabilidade foi minima, diminuindo acima deste
ponto. Este dado mostra que a atividade de fermentacdo nio apresentou uma correlacdo com a
viabilidade celular, ou seja, nesse caso a viabilidade e a atividade fermentativa foram
inversamente proporcionais. Uma possivel explicacdo para este fato é que a levedura é capaz
de fermentar até mesmo antes de completar a regeneracdo da sua estrutura celular, enquanto
que para a obtencdo de uma boa retencdo de viabilidade é necessdria a regeneracdo da
estrutura celular. Isso explica porque a menor reten¢do de viabilidade e a maior atividade
fermentativa foram obtidas no inicio do processo de hidratagdo (1-20 min de hidratagcdo) onde
a regeneracdo da estrutura celular ainda ndo havia sido completada. A maior evolugdo de CO,
foi obtida apés 1 min e 10 min de hidratagdo a 27°C (ao redor de 79,0 + 1,0 mL/180 min de
fermentacgdo), enquanto que o maior volume de massa ocorreu apés 10 min de hidratacio a
27°C (36,0 £ 2,0 mL/150 min de fermentagio). Perdas em volume de massa (22% de perda na
faixa de 10 a 120 min de hidratacdo) e em evolucao de CO; (8% de perda na faixa de 10 a 120
min de hidratagdo) foram observadas com o tempo de hidratagdo. Diminui¢des significativas
em velocidades de evolugdo de CO; e crescimento de massa foram observados com tempos de
hidratacio maiores que 20 min. A Figura 7 (APENDICE A) descreve as curvas de tempo
para evolucdo de CO, e variagdes em volume de massa obtidas para os cdlculos mostrados na

Figura 6.
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Figura 6 - Efeito do tempo de hidratagdo, a temperatura ambiente (27°C), sobre as variagdes em crescimento de
massa (0), evolugdo de CO, (o) e viabilidade (A): Velocidades de crescimento de massa e evolucdo de CO, na
parte A da figura, viabilidade na parte B e volumes finais de massa apés 150 min de fermentagdo e CO, apds
180 min na parte C. O fermento biolégico seco (embalagem contendo 10g) distribuido por Fermix e produzido
em Istambul, Turquia por “PAK GIDA” foi utilizado.

4.5.2 - Hidratagdo a 37°C
A hidratagdo a 37°C (Figura 8) apresentou uma viabilidade celular méxima aos 80
min (14,9 =+ 0,6 cfumL™! x 102). Quanto a atividade fermentativa a 37°C ndo houve melhora
significativa em relacdo a formacdo de CO, (78,0 = 1,0 mL de CO,/180 min de fermentacao
ap6s hidratagdo de 80 min) e variacdo do volume de massa (ao redor de 31,3 = 1,7 mL/180
min de fermenta¢do) quando comparados com os resultados obtidos apds hidratagdo a 27°C.
A hidratagio a 37°C permitiu reten¢do de viabilidade e evolu¢do de CO, maximas aos 80 min

de hidratagdo. Este resultado mostra uma proporcionalidade existente entre viabilidade e
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evolu¢cdo de CO;, que ndo foi obtida quando o fermento seco foi hidratado a temperatura
ambiente (27°C). A vantagem desta temperatura foi 4 obten¢do de uma atividade constante de
variacdo do volume da massa e por isto esta temperatura foi selecionada para nossos estudos.
Diminuicdes em velocidades de evolucdo de CO, e crescimento de massa foram observados
ap6s 20 min de hidratacdo. A Figura 9 (APENDICE B) descreve as curvas de tempo para

evolucdo de CO; e variagdes em volume de massa obtidas para os cdlculos mostrados na

Figura 8.
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Figura 8 - Efeito do tempo de hidratagfio, a 37°C, sobre as variagdes em crescimento de massa (0), evolugio de
CO, (o) e viabilidade (A): Velocidades de crescimento de massa e evolucdo de CO, na parte A da figura,
viabilidade na parte B e volumes finais de massa ap6s 150 min de fermentag¢ao e CO, apds 180 min na parte C.
O fermento bioldgico seco (embalagem contendo 10g) distribuido por Fermix e produzido em Istambul, Turquia
por “PAK GIDA” foi utilizado.
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4.5.3 - Hidratag¢do a 40°C

A hidratagdo a 40°C (Figura 10), assim como a hidrata¢io a temperatura ambiente
(27°C), apresentou uma viabilidade maxima na faixa de tempo de hidrata¢do de 40 min (9,5
0,3 cfumL™ x 102) a 80 min (8,5 = 0,2 cfumL’ x 102) com queda a partir desta faixa de
tempo. Apesar da viabilidade ter sido mdxima na mesma faixa de tempo para hidratacdes a
27°C e 40°C os valores de reteng¢do de viabilidade obtidos apds hidratagdo a 27°C foram muito
maiores. A atividade fermentativa foi maior no tempo de hidratacdo no qual a viabilidade foi
minima, diminuindo acima deste ponto. Este dado mostra que a atividade fermentativa ndo
possui correlagdo com a viabilidade celular. A maior evolucao de CO, foi obtida ap6s 10 min
de hidratacdo a 40°C (76,5 + 3,5 mL/180 min de fermentacdo), enquanto que o maior volume
de massa ocorreu apds 10 min de hidratacdo a 40°C (34,0 + 2,0 mL/180 min de fermentac@o).
Perdas em volume de massa (18% de perda na faixa de 10 a 120 min de hidratacdo) e em
evolucdo de CO, (27% de perda na faixa de 10 a 120 min de hidrata¢do) foram observadas
com o tempo de hidratacdo. Diminui¢cdes em velocidades de evolugdo de CO, e crescimento
de massa foram observados apés 10 min de hidratacio. A Figura 11 (APENDICE C)
descreve as curvas de tempo para evolucdo de CO, e variagdes em volume de massa obtidas

para os calculos mostrados na Figura 10.
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Figura 10 - Efeito do tempo de hidratagdo, a 40°C, sobre as varia¢gdes em crescimento de massa (0), evolugdo de
CO,; (o) e viabilidade (A): Velocidades de crescimento de massa e evolu¢do de CO, na parte A da figura,
viabilidade na parte B e volumes finais de massa apds 180 min de fermentacido e CO, apds 180 min na parte C.
O fermento bioldgico seco (embalagem contendo 10g) distribuido por Fermix e produzido em Istambul, Turquia
por “PAK GIDA” foi utilizado.

As curvas de tempo e temperatura de hidratagdo permitem concluir que a hidratagdo a
temperatura ambiente (27°C) e 40°C apresentaram os melhores volumes de massa e CO, apds
10 min de hidratacdo, enquanto a hidratagio a 37°C apresentou volumes de massa e CO,
praticamente constantes com o tempo de hidratacdo. Em relacdo a viabilidade celular a maior
retencdo foi obtida na faixa de 40-80 min de hidratacio para todas as temperaturas ensaiadas,
sendo a maior viabilidade obtida apds hidratacdo a temperatura ambiente. Somente a hidratacio

a 37°C apresentou relagio entre viabilidade e os parAmetros fermentativos (evolugdo de CO»).
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Quanto as velocidades de crescimento da massa e evolugdo de CO, foram observados

decréscimos com o tempo de hidratacdo nas trés temperaturas ensaiadas.

4.6 - Efeitos da hidratacio direta do fermento seco com solucoes de aditivos a 37°C
apos 120 min de hidratacio sobre a viabilidade celular
4.6.1 - Comparagdo entre aditivos

A Figura 12 mostra que dentre os aditivos (glicose, citrato, extrato de levedura, acido
glutdmico, lisina e bicarbonato) utilizados para a hidratacdo do fermento seco somente as
solucdes de lisina, dcido glutdmico e bicarbonato apresentaram melhoras frente a viabilidade
celular em relagdo ao controle (dgua pura). A solugdo de lisina foi o aditivo que apresentou
maior viabilidade celular (2,09 vezes) apds 120 min de hidratacio quando o pH da sua
solugdo foi inicialmente ajustado para pH 8,0. O ajuste do pH da solugdo de lisina para 8,0
proporciona uma suspensdo de células (0,05g/10 mL) com pH ao redor de 7,3. No entanto,
aumentos em viabilidade da ordem de 52% e 28% foram obtidos apés hidratacdo direta do
fermento seco com solugdes de 4cido glutimico 0,08 mol.L™" a pH 6,6 e pH 6,1 (pHs
referentes as suspensdes de células), respectivamente, enquanto que um aumento de 39% foi
obtido com solugdo de bicarbonato 0,0147 mol.L" (pH da suspensdo de células 7,7). Os
demais aditivos ensaiados (glicose 0,5%; citrato 0,15 mol.L!; extrato de levedura 1% e

extrato de levedura 2%) ndo apresentaram melhoras frente a viabilidade celular.
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Figura 12 - Efeito da hidratacdo do fermento seco, em solugdes de aditivos por 120 min a 37°C, sobre a
viabilidade celular. Os aditivos utilizados na preparacdo das suspensdes de células (0,05g/10mL) para a
hidratacdo foram: a) dgua a pH 4,8 (controle); b) glicose 0,5% a pH 3,7; ¢) citrato trissédico 0,15 mol.L ! a pH
7,0; d) extrato de levedura 1% a pH 6,3; e) extrato de levedura 2% a pH 6,5; f) dcido glutdmico 0,08 mol.L"! a
pH 6,1; g) 4cido glutdmico 0,08 mol.L" a pH 6,6; h) lisina 0,08 mol.L™" a pH 9,5; i) lisina 0,08 mol.L™ a pH 7,3;
j) bicarbonato de sédio 0,0147 mol.L" a pH 7,7. O fermento biolégico seco (embalagem contendo 10g)
distribuido por Fermix e produzido em Istambul, Turquia por “PAK GIDA” foi utilizado.

4.6.2 - Curva do tempo de hidratacdo do fermento seco com solugdo de lisina a 37°C
sobre a viabilidade
A curva de tempo de hidratagdo do fermento seco com solugdo de lisina a 37°C
(Figura 13) mostrou um aumento em viabilidade celular da ordem de 17% na faixa de 1 min
(controle) a 120 min de hidratagdo e um aumento da ordem de 32% na faixa de 80 min a 120
min de hidratacdo. No entanto, a curva de tempo de hidratagdo do fermento seco com dgua a
37°C (Figura 8) mostrou um decréscimo em viabilidade da ordem de 52% na faixa de 80 min
a 120 min de hidratacdo. As curvas de tempo de hidratagdo do fermento seco com dgua a
27°C (Figura 6) e 40°C (Figura 10) também apresentaram decréscimos em viabilidade apGs
os 80 min de hidratacdo (21% e 12%, respectivamente). O resultado sobre a retengdo de
viabilidade celular apresentado na Figura 13 é um tanto curioso, pois a levedura esta
assimilando a lisina (fonte de nitrogénio) somente apds 120 min de hidratacio, ou seja, no
apice do estresse proporcionado pela hidratagcdo. Isto € um indicativo que este aminodcido
apresenta beneficios sobre a viabilidade da levedura quando esta € submetida as condicdes de

estresse durante o processo de hidratacao.
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Figura 13 - Curva do tempo de hidratacdo do fermento seco, em solucdo de lisina 0,08 mol.L" (pH 8,0) a 37°C,
sobre a viabilidade celular. O fermento bioldgico seco (embalagem contendo 10g) distribuido por Fermix e
produzido em Istambul, Turquia por “PAK GIDA” foi utilizado.

4.6.3 - Comparagdo da adi¢do da suspensdo total das células de levedura diretamente
hidratada com solugdo de lisina 0,08 mol.L'" a pH 8,0 (por 20 min a 37°C) com a mesma
quantia de levedura tratada da mesma forma, porém resuspensas em dgua.

As Tabelas 10 (evolucdo de CO,) e 11 (variacdo da massa do pao) contém os célculos
das velocidades de crescimento de massa e evolugdo de CO, obtidos através dos volumes de
massa e evolucdo de CO; (Figura 14) apds 180 min de fermentacio. Houve um aumento de
14 % em volume da massa (apds 180 min de fermentacdo), quando o fermento foi hidratado
em solugcdo de lisina, coletado por centrifugacdo e resuspenso em 4gua antes da adicdo a
massa. No entanto, quando o fermento foi hidratado em solug¢do de lisina e adicionado
diretamente 2 massa, sem a centrifugacio e resuspensdo em dgua, obteve-se uma queda de
17% em volume final de massa. Quanto a evolu¢do de CO, ndo foram observadas variagoes
significativas em ambos os casos. A Figura 14 mostra também, que apesar da hidratacdo com
solucdo de lisina ter apresentado um aumento (14%) em volume final da massa, esta
hidratagdo apresentou velocidades de crescimento da massa e evolugdo de CO, (Tabelas 10 e
11) menores (31% e 24%, respectivamente) que as obtidas em dgua (controle). Os resultados

apresentados nas Tabelas 10 e 11 permitem concluir, em relagdo a evolugdo de CO,
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(parametro fermentativo de maior importancia), que a lisina ndo deve ser utilizada como

aditivo de hidratagdo.

Tabela 10 - Efeito da hidratacdo do fermento seco, com solucdo de lisina 0,08 mol.L!
(pH 8,0) por 20 min a 37°C, e da resuspensdo do fermento apds centrifugagdo sobre a
evolucdo de CO,.

Evolucao do CO0,
Condicoes de sugll;{eg:ﬁo Velocidade Volume final no ensaio
i 3 mL/min/0,15,
hidratacao de células ( de ferment O)g Tempo Volume  Valores
x 107 (min) (mL) relativos
Controle:
a) hidratacdo em agua; 150 60,0 +£2,0 1,00
b) centrifugagdo; 5,7 475+19
¢) resuspensdo em agua;
d) determinagéo do 180 66,0+2,0 1,00
crescimento de massa
Condicao A:
a) hidratagio em solugio 150 55,0 £6,1 0,92
de lisina 0,08 mol.L'';
b) centrifugacao; 6,3 36,3 +0,6
¢) resuspensao em dgua; 180  660+50 1,00
d) determinacdo do
crescimento de massa
icao B:
_ Condicao B: 150 53,0£30 088
a) hidratag¢do em solugdo
de lisina 0,08 mol.L™"; 6,9 39,9+0,7
b) determinagdo do 180  63,0%30 0095
crescimento de massa

O fermento biolégico seco (embalagem contendo 10g) distribuido por Fermix e produzido em Istambul, Turquia por “PAK
GIDA? foi utilizado
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Tabela 11 - Efeito da hidratacdo do fermento seco, com solugio de lisina 0,08 mol.L" (pH 8,0)
por 20 min a 37°C, e da resuspensdo do fermento apds centrifugagdo sobre a atividade de
crescimento da massa.

Variacao da massa
Condicoes de sul;[ir(::ﬁo Veloc_idade Volume final no ensaio
hidratagdo de células (I;eL i{::lnl:f:l’tl OS)g Tempo  Volume Valores
X 10 (min) (mL) relativos
Controle:
a) hidratacdo em agua; 150 31,0+2,0 1,00
b) centrifugagdo;  f} = 5 35,6432
c) resuspensio em agua;
d) determinagdo do 180 29.0+3,2 1,00
crescimento de massa
Condicao A:
a) hidratagcio em solugdo 150 30,0+2,3 0,97
de lisina 0,08 mol.L™";
b) centrifugagao; 6,3 248 +1,6
c) resuspensio em agua; 180 33,0+ 1,4 1,14
d) determinag@o do
crescimento de massa
Condicao B:
a) hidratagio em solugio 150 220+28 0,71
de lisina 0,08 mol.L'"; 6,9 22,7 +1,7
b) determinagao do 180  240+28 083
crescimento de massa

O fermento biolégico seco (embalagem contendo 10g) distribuido por Fermix e produzido em Istambul, Turquia por “PAK
GIDA” foi utilizado.
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Figura 14 - Efeito da hidratag¢io do fermento seco com solugdo de lisina 0,08 mol.L"" (pH 8,0) por 20 min a
37°C sobre a variagdo no volume de massa e volume de CO,: hidratagdo em dgua, coletado por centrifugacdo e
resuspenso em dgua antes da adi¢do a massa, controle (0); hidratacdo em solucéo de lisina 0,08 mol.L", coletado
por centrifugacdo e resuspenso em agua antes da adicdo a massa (0); hidratacio em solucdo de lisina
0,08 mol.L"' e adicionado a massa sem centrifugacdo (A). O fermento biolégico seco (embalagem contendo 10g)
distribuido por Fermix e produzido em Istambul, Turquia por “PAK GIDA” foi utilizado.

4.6.4 - Efeitos do tempo de estocagem das embalagens individuais sobre a viabilidade
celular de amostras hidratadas com solugdo de lisina.

A Tabela 12 mostra os efeitos da hidratacdo do fermento seco com solucdo de lisina
por 120 min a 37°C sobre a viabilidade celular. Os valores de viabilidade foram sempre
menores em auséncia de lisina e variaram com a embalagem apds 20 dias de abertura. Dois
fermentos de duas embalagens distintas, mas da mesma marca, foram ensaiados. O fermento

da embalagem denominada C foi ensaiado duas vezes, onde uma amostra foi coletada no
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instante da abertura da embalagem e a outra apds 20 dias. Observou-se que o efeito positivo
proporcionado pela hidratagdo com solucéo de lisina foi independente do tempo de abertura
da embalagem (considerando 20 dias de abertura) e da procedéncia (embalagem) do
fermento. O fermento da embalagem denominada C apresentou aumentos em viabilidade da
ordem de 2,09 vezes (embalagem aberta no instante do ensaio) e 2,18 vezes (embalagem
aberta 20 dias antes do ensaio), enquanto que o fermento da embalagem, denominada A,
apresentou um aumento de 2,33 vezes (embalagem aberta 10 dias antes do ensaio). Estes

dados confirmam o efeito da lisina sobre a retencao de viabilidade mostrada na Figura 13.

Tabela 12 - Efeito da hidratagdo do fermento seco proveniente de pacotes distintos, com solugdo de lisina
0,08 mol.L"' (pH 8,0) por 120min a 37°C, sobre a viabilidade celular.

pH das
Tempo de ) suspensoes Medla do Viabilidade
abertura da Solucoes de células numero de 1 Valores
Embalagens . , N (cfu.mL .
embalagem hidratantes apos colonias/ x 10%) relativos
(dias) 120 min de placa
hidratacao
A 43 + + 1,00
Instante do .g.ua 1185+35 18,8+ 0,6
¢ ensaio Lisina 73 2435421 393403 2,09
0,08 mol.L ’ T T i
Agua 4,7 54,0 + 1,41 7,8+0,2 1,00
C 20 Lisina
0,08 mol.L., 7.4 95,0 +£2,83 17,0 +£0,5 2,18
Agua 4,7 103,0 £ 4,24 16,1 £0,7 1,00
A 10 Lisina
0,08 mol.L" 7,4 214,5 £ 6,36 37,6 1,1 2,33

O fermento biolégico seco (embalagem contendo 10g) distribuido por Fermix e produzido em Istambul, Turquia por “PAK GIDA” foi utilizado.

4.7 - Efeitos da hidratacio do fermento seco, com solucdes de aditivos a 37°C, sobre

os teores de glicerol interno das células
Os ensaios dos teores de glicerol interno foram realizados com o intuito de explicar
fisiologicamente os resultados de retencdo de viabilidade e atividade fermentativa obtidos.
Estes ensaios foram feitos apds tratamentos com lisina, bicarbonato e dgua (controle), como
mostra a Figura 15. A Figura 15 e a Tabela 13 mostram que os teores de glicerol interno
foram menores para as células hidratadas com solug¢do de lisina por 20 min, 50 min e 120 min
(32%, 39% e 17%, respectivamente), enquanto que as células hidratadas com solu¢ido de
bicarbonato apresentaram o menor teor (32%) somente apds 80 min de hidratacdo. Devido a
variacdes em teores de glicerol interno obtidas entre os fermentos hidratados com solucdes de
lisina e bicarbonato e o fermento hidratado com &4gua, conclui-se que estas solucdes

minimizam o estresse proporcionado pela hidratacdo e consequentemente os teores de glicerol
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interno. Aumentos dos teores de glicerol interno do fermento seco (embalagem aberta no
instante do ensaio) em funcdo do tempo de hidratacdo a 37°C (Figura 15) foram observados
independentemente da solucdo hidratante utilizada. No entanto, a 4gua foi a solucdo

hidratante que apresentou os maiores teores de glicerol interno.

9,0 /4 _
._/’ agua
8,5

8.0+ NaHCO

7,54 L

| lisina
7,0
6,5 -
6,0
5,5 -

5,0 1

glicerol (umol.L".g" x 107

45
4,0

3,5 =
0,0 Ill LN DL LN LR B B | LI L T
0 20 30 40 50 60 70 80

——
90 100 110 120 130
Tempo de hidratagdo do fermento seco (min)

Figura 15 - Varia¢Ges em niveis internos de glicerol durante a hidratagdo do fermento seco (embalagem aberta
no instante do experimento) em dgua (0); solucdo de lisina 0,08 mol.L! (o) e solucdo de bicarbonato de sédio
0,0147 mol.L™" (A) a 37°C. O fermento biol4gico seco (embalagem contendo 10g) distribuido por Fermix e
produzido em Istambul, Turquia por “PAK GIDA” foi utilizado.

Tabela 13 - Efeitos da hidratagdo do fermento seco, com solugdes de lisina e bicarbonato a 37°C,
frente aos teores de glicerol interno em relacio ao controle (dgua pura).

Teores de glicerol interno (umol.L'l.g1 x 10%)
’I:empo (le Controle Hidratacao leeren(ia Hidratacio em leeren(ia
hidratagio . ~ . em relacio . em relacio
: (hidrataciao em lisina bicarbonato
(min) em figua) 0.08 molL  Aocontrole | ) i L1 aocontrole
8 o on (%) ’ : (%)
20 5,50 £ 0,05 3,76 £ 0,07 32 4,27 + 0,07 22
50 7,05 £ 0,03 4,32 + 0,02 39 4,94 + 0,03 30
80 8,10+ 0,10 5,49 £0,10 32 5,02 £0,07 38
120 8,52 £0,04 7,03 £0,07 17 7,90 £ 0,04 7

O fermento bioldgico seco (embalagem contendo 10g) distribuido por Fermix e produzido em Istambul, Turquia por “PAK GIDA” foi

utilizado.

4.8 - Estabilidade do fermento seco durante sua estocagem a temperatura ambiente

apos a abertura da embalagem
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Estudos detalhados sobre os efeitos do tempo de abertura da embalagem do fermento
seco sobre a viabilidade celular, a atividade fermentativa e os teores de glicerol interno foram
realizados apds a hidratacido do fermento seco com solugdes de aditivos (lisina e bicarbonato)
por tempos varidveis a 37°C. Para os ensaios de viabilidade celular e glicerol interno a
hidratacdo do fermento foi realizada em lisina e bicarbonato, enquanto que para os ensaios de
atividade fermentativa a hidratacdo do fermento foi realizada em lisina, bicarbonato e citrato.

4.8.1 - Efeitos sobre a viabilidade celular

A Figura 16 mostra de forma ilustrativa os efeitos do tempo de estocagem (temperatura
ambiente) das embalagens abertas do fermento seco sobre a viabilidade celular ap6s hidratagdo
com 4gua. Observou-se que o tempo de exposi¢do do fermento seco ao oxigénio e a umidade
do ar foi determinante para a viabilidade celular, ou seja, quanto maior o tempo de abertura da
embalagem menor a viabilidade celular. Isto ocorre devido ao processo oxidativo a que a
levedura € submetida quando entra em contato com o oxigénio e umidade do ar apds a abertura
da embalagem. Este estudo permite concluir que o fermento seco deve ser consumido o mais

rapidamente possivel apds a abertura da embalagem.

Figura 16 - Efeitos do tempo de abertura da embalagem do fermento seco sobre a viabilidade celular. Parte A:
embalagem aberta 10 dias antes do ensaio; Parte B: embalagem aberta 30 dias antes do ensaio; Parte C:
embalagem aberta 60 dias antes do ensaio. O fermento bioldgico seco (embalagem contendo 10g) distribuido por
Fermix e produzido em Istambul, Turquia por “PAK GIDA” foi utilizado.

Estudo sobre as variagdes em viabilidade foram realizados com amostras de uma
levedura seca, durante a estocagem da embalagem aberta por 30 dias a temperatura ambiente.
As diferencgas resultantes da hidratacdo em agua (controle), solugcdo de lisina e bicarbonato
foram comparadas usando-se as amostras retiradas da embalagem aberta durante tempos de
hidratacdes diferentes (20 min de hidratacido Parte A da figura, 50 min na Parte B, 80 min na
Parte C e 120 min na Parte D). A Figura 17 mostra as variagdes em viabilidade (cfumL™)

com o tempo de estocagem e hidratacdo. Os valores de viabilidade variaram tanto com a
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solucdo quanto com o tempo de hidratacdo. Os maiores valores de viabilidade foram obtidos
por ocasido da abertura da embalagem usando-se solugdo de bicarbonato. Os ensaios
realizados em diferentes tempos de hidratacio mostraram o seguinte: a) aumentos apds 10
dias de estocagem em todos os tempos de hidratacdo em 4gua; b) quedas da viabilidade em
solucdo de bicarbonato até 15-20 dias de estocagem, durante a hidratagcdo em bicarbonato em
todos os tempos de hidratacdo ensaiados, seguidas por aumentos acima de 20 dias; ¢) em
lisina, os aumentos mais significativos da viabilidade ocorreram apés 20 dias (10 min de
hidratacdo) e acima de 20 dias (50 min de hidratacdo). Assim, a recuperagdo parcial da
viabilidade pode ocorrer dependendo do aditivo e do tempo de hidratacdo, mas nunca superior
ao valor obtido no instante da abertura da embalagem. Este experimento d4 uma idéia das
perdas em viabilidade durante a estocagem de uma embalagem de fermento seco a
temperatura ambiente e recomenda o uso de solucdo de bicarbonato como solugdo hidratante a

ser usada no instante da sua abertura.
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Figura 17 - Efeitos do tempo de abertura da embalagem do fermento seco e do tempo de hidratagdo (20 min de
hidratagdo Parte A da figura, 50 min na Parte B, 80 min na Parte C e 120 min na Parte D) a 37°C sobre a
viabilidade celular: d4gua (o), lisina 0,08 mol.L"! (o) e bicarbonato 0,0147 mol.L" (A). O fermento bioldgico

seco (embalagem contendo 110g) distribuido por Fermix e produzido em Istambul, Turquia por “PAK GIDA”
foi utilizado.

4.8.2 - Efeitos sobre os teores de glicerol interno para amostras de fermento de mesma

marca, mas de embalagens distintas

A) Embalagem 1 contendo 10g de fermento seco instantaneo
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A Figura 18 e a Tabela 14 mostram os efeitos do tempo de abertura da embalagem do
fermento seco (embalagem aberta 30 dias antes do ensaio) sobre as variagdes nos teores de
glicerol interno em fun¢do do tempo de hidratagdo a 37°C. O mesmo efeito observado para o
fermento com a embalagem aberta no instante do ensaio (Figura 16) foi observado para o
fermento com a embalagem aberta 30 dias antes do ensaio. No entanto, os teores de glicerol
interno foram menores de acordo com o aumento do tempo de abertura da embalagem.
Considerando as diminui¢des em teores de glicerol interno devido ao tempo de abertura da
embalagem, aumentos nos niveis de glicerol interno do fermento seco também foram
observados independentemente da solucdo hidratante utilizada. A dgua além de apresentar os
maiores teores de glicerol interno foi a tunica solucdo hidratante que apresentou um
decréscimo apds hidratacdo por 120 min. Analisando os teores de glicerol interno em funcio
de cada tempo de hidratacdo, em relagdo ao controle (dgua pura), observa-se que as células
que apresentaram os menores teores foram as células hidratadas com solugdo de lisina por 20
min, 50 min e 120 min (35%, 30% e 1%, respectivamente), enquanto que as células hidratadas
com solucdo de bicarbonato apresentaram o menor teor (24%) somente aos 80 min de
hidratagdo (Tabela 14). Varia¢des pouco significativas foram observadas quando o fermento
foi hidratado com 4gua e com solugdes de lisina e bicarbonato por 120 min, devido a uma
queda no nivel de glicerol interno obtida com o fermento hidratado em dgua. Assim, variacdes
nos teores de glicerol interno obtidas entre os fermentos hidratados com solugdes de lisina e
bicarbonato e o fermento hidratado em 4gua, minimizaram o estresse proporcionado pela
hidratacdo e consequentemente os teores de glicerol interno, independentemente do tempo de

abertura da embalagem.
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Figura 18 - Variacdes em niveis internos de glicerol durante a hidratagdo do fermento seco (embalagem aberta
30 dias antes do experimento) em dgua (0); solucdo de lisina 0,08 mol.L"! (o) e solucdo de bicarbonato de sédio
0,0147 mol.L"! (A) a 37°C. O fermento biolégico seco (embalagem contendo 10g) distribuido por Fermix e
produzido em Istambul, Turquia por “PAK GIDA” foi utilizado.

Tabela 14 - Efeitos do tempo de abertura da embalagem (aberta 30 dias antes do ensaio) e
hidratacdo do fermento seco com solugdes de lisina e bicarbonato a 37°C frente aos teores de
glicerol interno em relacdo ao controle (dgua pura).

Teores de glicerol interno (umol.L".g™" x 10%)
T d . 0
.empo ~e Controle Hidratacao leereng:a Hidratacdo em leerengla
hidratacao - ~ - em relacio . em relagio
. (hidratacao em lisina bicarbonato
(min) em figua) 0.08 moLL  docontrole | o "t Lo ao controle
gu R ol. (%) X . (%)
20 3,68 £ 0,02 2,40 + 0,05 35 2,81 £0,07 24
50 4,49 £ 0,03 3,16 £ 0,05 30 3,34 £ 0,02 26
80 4,44 + 0,02 3,44 £ 0,10 20 3,37 +£0,10 24
120 3,84 + 0,02 3,82 £ 0,04 1 4,10 £ 0,04 -7

O fermento biolégico seco (embalagem contendo 10g) distribuido por Fermix e produzido em Istambul, Turquia por “PAK GIDA” foi
utilizado.

B) Embalagem 2 contendo 110g de fermento seco instantdneo (embalagem selada a
Vacuo)

Estudo sobre as variagdes nos teores de glicerol interno foram realizados com
amostras de uma levedura seca, durante a estocagem da embalagem aberta por 30 dias a
temperatura ambiente. As diferengas resultantes da hidratacdo em dgua (controle), solucio de
lisina e bicarbonato foram comparadas usando-se as amostras retiradas da embalagem aberta

durante tempos de hidratagdes diferentes (20 min de hidratacdo Parte A da figura, 50 min na
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Parte B, 80 min na Parte C e 120 min na Parte D). A Figura 19 mostra as variagdes em
glicerol interno com o tempo de estocagem e hidratagdo. Os valores de glicerol interno
variaram com o tempo de estocagem mostrando valores 6timos ao redor de 20 dias de
estocagem tanto com o meio usado quanto com o tempo de hidratacdo, mostrando valores
maximos somente em hidratacdes de 120 min de duracdo. As solugdes de lisina e bicarbonato
induziram o maior acumulo de glicerol interno durante a hidratagdo. Os aumentos em glicerol
interno constituem uma resposta de defesa frente aos estresses gerados durante a estocagem
da embalagem aberta do fermento seco. Parece que acima de 20 dias de estocagem da
embalagem a célula perde sua capacidade de tolerar os diversos estresses. Comparando-se
com as curvas de viabilidade (Figura 17) as quedas em viabilidade (crescimento de coldnia
indicando capacidade das células em realizar o ciclo de divis@o celular) ocorreram apesar dos
aumentos do glicerol interno. Os aumentos em viabilidade (Figura 17) ocorreram quando a
capacidade de acumular glicerol diminui, ou seja, acima de 20 dias de estocagem. Tudo indica
que a célula deixa de se dividir quando acumula glicerol interno por razdes energéticas.

Sabe-se que o acimulo de glicerol intracelular € um indicativo de estresse. Portanto,
sabe-se que quando as células sdo submetidas a condi¢des de estresse (processos de
estocagem, secagem e hidratacdo) os teores de glicerol interno tendem a aumentarem para
protecdo da estrutura celular. O glicerol € um estabilizante osmético intracelular por proteger
as estruturas celulares frente ao calor e a altas concentragdes internas de sais. Os teores de
glicerol interno obtidos foram maiores quando o fermento foi hidratado em lisina e
bicarbonato do que quando hidratado em 4gua pura. Apesar da levedura ter passado pelos
mesmos processos de estocagem, desidratacdo e hidratagdo, em ambos os casos (hidratacdo
com e sem aditivos), t€ém-se que a hidratagdo com aditivos (lisina e bicarbonato) pode ter
proporcionado algum tipo de estresse que a dgua pura ndo proporcionou, possivelmente por
isso obteve-se teores de glicerol interno maiores quando a hidratagdo foi realizada com
aditivos.

Os dados da Figura 19 contradizem os dados das Figuras 15 e¢ 18 onde foram
apresentados teores de glicerol interno maiores apds hidratacio em dgua e menores apds
hidratacio em lisina e bicarbonato. Este fato deixa claro que variagdes fisioldgicas, variagdes
em atividade fermentativa e variagdes em viabilidade celular podem existir entre fermentos de
embalagens distintas. Isto pode ocorrer possivelmente devido ao controle de qualidade nas

fabricas de fermento ainda deixar muito a desejar.
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Figura 19 - Efeitos do tempo de abertura da embalagem do fermento seco e do tempo de hidrata¢do (20 min de
hidratagdo Parte A da figura, 50 min na Parte B, 80 min na Parte C e 120 min na Parte D) a 37°C sobre os
teores de glicerol interno: dgua (o), lisina 0,08 mol.L! (o) e bicarbonato 0,0147 mol.L"' (A). O fermento

bioldgico seco (embalagem contendo 110g) distribuido por Fermix e produzido em Istambul, Turquia por “PAK
GIDA? foi utilizado.

4.8.3 - Efeitos sobre a atividade de fermentacdo na massa de pdo

A) Quanto ao crescimento da massa (embalagem do fermento aberta no instante do

ensaio)
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A Tabela 15 mostra que os maiores volumes de massa foram obtidos quando amostras
do fermento seco coletadas da embalagem aberta no instante do ensaio foram hidratadas com
dgua. Os volumes de massa foram levemente superiores, aos obtidos com os aditivos (lisina,
bicarbonato e citrato), quando a hidratagdo foi realizada com dgua por 50 e 80 min (30,0 + 3,2
mL e 31,0 + 3,2 mL), respectivamente. No entanto, desvios relativamente grandes foram
obtidos devido aos dispositivos de medidas de massa nao serem apropriados para realizacao
dessas medidas. Dessa forma os volumes de massa obtidos foram praticamente constantes
independentemente do tempo de hidratacdo. O fermento hidratado com lisina apresentou
crescimento de massa maximo apds 50 min de hidratacdo (30,0 = 2,0 mL). Quedas no
crescimento de massa foram observadas apds 80 e 120 min de hidratacdo (26,0 + 2,0 mL e
24,0 £ 1,4 mL), respectivamente. A hidratacio com bicarbonato ndo apresentou efeitos
positivos frente ao crescimento de massa, sendo o maior volume de massa obtido 27,0 + 3,2
mL (ap6s 50 min de hidratacdo). A hidratagdo com citrato foi a que apresentou volumes de
massa mais regulares dentre os aditivos ensaiados. A curva de crescimento de massa em
funcdo do tempo de hidratagdo foi praticamente constante, no entanto, volumes de massa
extremamente baixos foram obtidos (25,0-26,0 mL). Nesse caso, onde a embalagem do
fermento foi aberta no instante do ensaio, quando se compara os volumes de massa obtidos
ap6s hidratacdo com dgua (controle) com as hidratacdes com solugdes de aditivos (lisina,
bicarbonato e citrato) tem-se que a melhor opcao para hidratagdo do fermento € a 4gua.

B) Quanto a evolugdo de CO, (embalagem do fermento aberta no instante do ensaio)

A Tabela 15 mostra que a evolugdo de CO, permaneceu praticamente constante apds
hidratacdo do fermento seco com dgua por 20, 50 e 80 min (49,5 + 1,6 mL, 49,0 £ 2,0 mL,
50,5 £ 3,5 mL, respectivamente). No entanto, queda na evolu¢do de CO, foi observada apds
hidratagdo por 120 min (46,0 £ 2,0 mL). O fermento hidratado com lisina apresentou
evolucdo de CO; crescente com o tempo de hidratagdo (20, 50, 80 e 120 min), onde uma
variacdo de 48,0 + 3,2 mL (20 min de hidratacdo) a 53,5 + 3,5 mL (120 min de hidratacdo) foi
obtida. Quando o fermento foi hidratado com bicarbonato a evolucdo de CO, foi
relativamente baixa (46,5 = 0,7 mL) ap6s 20 min de hidratacdo tornando-se praticamente
constante aos 50, 80 e 120 min de hidratacio (50,5 £ 2,5 mL, 50,0 + 2,0 mL e 48,5 £ 2,9 mL,
respectivamente). Para o fermento hidratado com citrato o maior volume de CO, foi obtido
ap6s 50 min de hidratagdo (46,5 + 3,8 mL) e o menor volume apds 20 min de hidratagao (42,0
+ 3,2 mL). A 4gua e o bicarbonato apresentaram uma faixa de tempo de hidratag¢do, enquanto
que a lisina e o citrato apresentaram tempos 6timos de hidratagdo. A hidratacdo com 4dgua

deve ser realizada na faixa de 20-80 min para obtencido de um volume de CO; da ordem de
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49,7 £ 1,4 mL e a hidratagdo com bicarbonato deve ser realizada na faixa de 50-120 min de
hidratagdo para obtencdo de um volume de CO, da ordem 49,7 + 1,4 mL, exatamente o
mesmo volume de CO, obtido com hidratacdo em 4gua. No caso da hidratacdo com lisina,
tem-se que quanto maior o tempo de hidrata¢do maior o volume de CO,, podendo-se chegar a
53,5 + 3,5 mL ap6s 120 min de hidratacdo. A hidratacdo com citrato apresentou um tempo
6timo de hidratacdo de 50 min. No entanto, o volume de CO, obtido (46,5 + 3,8 mL) foi
inferior aos volumes de CO, obtidos com dgua e com os demais aditivos (lisina e bicarbonato)
ensaiados.
C) Quanto ao crescimento da massa (embalagem do fermento aberta a 30 dias)

A Tabela 15 mostra que com o tempo de abertura da embalagem do fermento seco a
constancia em volume de massa obtida para amostras coletadas no instante da abertura da
embalagem e hidratadas em dgua deixa de existir. O unico tempo de hidratacdo que
apresentou volume de massa semelhante, em relacdo as amostras coletadas da embalagem
aberta no instante do ensaio, foi 20 min de hidratacdo (28,0 + 0,0 mL). No entanto, os demais
tempos de hidratacdo ensaiados (50, 80 e 120 min) apresentaram quedas significativas em
volume de massa (15%, 29% e 21%, respectivamente) com o tempo de abertura da
embalagem (30 dias). A hidratacdo do fermento, coletado da embalagem aberta a 30 dias, com
lisina apresentou dados totalmente discrepantes dos obtidos com as amostras coletadas da
embalagem aberta no instante do ensaio. No ensaio inicial (embalagem aberta no instante do
ensaio) obteve-se 0 maior volume de massa apés 50 min de hidratacdo (30,0 £ 2,0 mL)
seguido por queda apds este tempo de hidratacdo. No entanto, as amostras coletadas da
embalagem aberta a 30 dias apresentaram o menor volume de massa apds 50 min de
hidrata¢do (24,0 + 0,0 mL) com aumentos a partir desse tempo de hidratacdo. A hidratacdo
com bicarbonato foi a tnica que apresentou melhoras frente ao crescimento de massa com o
tempo de abertura da embalagem. Nesse tempo de abertura da embalagem (30 dias) volumes
de massa semelhantes aos obtidos para o fermento hidratado com lisina foram obtidos apds
hidratacdo por 20, 80 e 120 min. No entanto, apds 50 min de hidratacdo o volume de massa
para o fermento hidratado com bicarbonato foi superior (17%). A hidratacdo com citrato foi
novamente a que apresentou volumes de massas mais regulares dentre os aditivos ensaiados.
A curva de crescimento de massa em fungdo do tempo de hidratacdo foi praticamente
constante, no entanto, volumes de massa extremamente baixos foram obtidos (23,0-25,0 mL).
Portanto, para obtencdo de volumes de massa razoavelmente bons apds abertura da
embalagem recomenda-se hidratar o fermento seco com bicarbonato. Apesar do bicarbonato

juntamente com o citrato ter apresentado os menores volumes de massa no instante da
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abertura da embalagem, ele tornou-se um eficiente agente regenerador da estrutura celular
ap6s 30 dias de abertura da embalagem, ou seja, proporcionou aumentos em volumes de
massa com o tempo de abertura da embalagem. O bicarbonato pode ndo ter proporcionado
volumes de massa muito maiores do que os obtidos com os demais aditivos, no entanto
apresentou volumes que ndo variaram com o tempo de hidratacdo. Dessa forma o bicarbonato
pode ser considerado o melhor aditivo hidratante (dentre os ensaiados) frente ao volume de
massa apos a abertura da embalagem. Sabe-se que o crescimento da massa € dependente da
retencdo do CO; liberado no processo de fermentacdo conduzido pelo fermento (levedura) em
presenca de agtcar. Por sua vez o bicarbonato, também conhecido como fermento quimico,
também libera CO, proporcionando assim um desempenho mais satisfatério do bicarbonato
(frente ao crescimento de massa) quando comparado com os demais aditivos ensaiados.
D) Quanto a evolugdo de CO, (embalagem do fermento aberta a 30 dias)

A Tabela 15 mostra que tanto a hidratagdo com agua quanto a hidratagdo com aditivos
(lisina, bicarbonato e citrato) apresentaram quedas significativas em evolucao de CO, ap6s 30
dias de abertura da embalagem. A hidrata¢dao do fermento seco, coletado da embalagem aberta
no instante do ensaio, com 4gua havia apresentado volume de CO, médximo apds 80 min de
hidratac¢do (50,5 = 3,5 mL), enquanto o volume maximo de CO, para a amostra coletada da
embalagem aberta a 30 dias foi obtido apdés 50 min de hidratacédo (44,5 + 2,5 mL). Apesar do
melhor tempo de hidratagdao (50 min) para a amostra coletada apds 30 dias de abertura da
embalagem ter sido menor do que o melhor tempo (80 min) obtido para a amostra coletada no
instante do ensaio, ocorreu uma perda em volume de CO, da ordem de 13% apés 30 dias de
abertura da embalagem. A redu¢do do tempo de hidratagdo é um resultado interessante, no
entanto a perda em evolucdo de CO, ndo. Quedas em volume de CO, da ordem de 19%, 25%
e 19% foram observadas quando as amostras coletadas da embalagem aberta a 30 dias foram
hidratadas com lisina, bicarbonato e citrato respectivamente em relagdo ao ensaio realizado

com amostras da embalagem aberta no instante do ensaio.
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Tabela 15 - Efeitos da hidratacdo do fermento seco instantineo com solugdes de aditivos a 37°C
e do tempo de abertura da embalagem (embalagem aberta a 0 e 30 dias) sobre os pardmetros
fermentativos (crescimento de massa e evolucdo de CO,).

. Tempo de Volumes finais (mL) apés 3h00min de fermentacio
Hisgll*:f:r(:te hidratacao|| Embalagem aberta a 0 dias || Embalagem aberta a 30 dias
(min) Massa CO, Massa CO,
20 29,0 £3,2 49,5+ 1,6 28,0 £0,0 385+ 1,6
(pH 5,3) (pH 5.3) (pH 5,1) (pH 5,1)
50 29,0+ 1,4 49,0+2,0 26,0 £2,0 445+25
Agua (pH 4,9) (pH 4,9) (pH 4,9) (pH 4,9)
30 31,0£3,2 50,5+3,5 24,0 £0,0 435+25
(pH 4,9) (pH 4,9) (pH 4,9) (pH 4.9)
120 29,0 £3,2 46,0 +2,0 24,0+£0,0 41,0+£2,0
(pH 5,0) (pH 5,0) (pH 5,0) (pH 5,0)
20 28,0+2,0 48,0+£3,2 270+ 1,4 36,0+2,2
(pH 5,8) (pH 5.8) (pH 6,4) (pH 6,4)
50 30,0+2,0 49,0+ 1,0 24,0 +£0,0 41,5+4,7
Lisina (pH 5,5) (pH 5,5) (pH6,1) (pH 6,1)
0,08 mol.L" 30 26,0 £2,0 50,5+ 1,6 28,0+28 45,0+£3,2
(pH 5,3) (pH 5.3) (pH 6,0) (pH 6,0)
120 250+ 1,4 535+35 27,0+£3.2 44,0+3.2
(pH 5,1) (pH 5,1) (pH 6,0) (pH 6,0)
20 24,0+0,0 46,5 +0,7 28,0 £0,0 37,0 £4,0
(pH 6,4) (pH 6,4) (pH 6,3) (pH 6,3)
50 27,0+£3,2 50,5+2,5 28,0+2,0 40,5 +3,5
Bicarbonato (pH 6,3) (pH 6,3) (pH 6,3) (pH 6,3)
0,0147 mol.L" 30 26,0 2,0 50,0 £2,0 270+ 1,4 40,5+2,5
(pH 6,2) (pH 6,2) (pH 6,3) (pH 6,3)
120 250+ 1,4 48,5+£29 27,0+£32 40,5+3,5
(pH 6.2) (pH 6.2) (pH 6,2) (pH 6,2)
20 26,0 +2,8 42,0+£32 250+£3.2 345+3,5
(pH 6,5) (pH 6,5) (pH 6,5) (pH 6,5)
50 26,0 £2,0 46,5 +3,8 24,0 +£2,8 39,0 £3,0
Citrato (pH 6,4) (pH 6,4) (pH 6,4) (pH 6,4)
0,15 mol.L" 30 25,0+3,2 43,5+3,5 23,0+£3,2 355+£1,6
(pH 6,4) (pH 6,4) (pH 6,4) (pH 6,4)
120 250+ 1,4 43,5+ 1,6 230+14 33,5+£3,5
(pH 6,4) (pH 6,4) (pH 6,4) (pH 6,4)

O fermento biolégico seco (embalagem contendo 110g) distribuido por Fermix e produzido em Istambul, Turquia por “PAK GIDA”

foi utilizado.

4.8.4 - Correlacdo entre viabilidade celular, atividade fermentativa (crescimento de

massa e evolugcdo de CO;) e teores de glicerol interno

A Figura 20 mostra a correlacdo entre a viabilidade celular, a atividade fermentativa e

os teores de glicerol interno para amostras do fermento coletadas da embalagem aberta no

instante do ensaio e ap6s 30 dias de abertura em fungdo do tempo de hidratagdo do fermento

com solucdes de aditivos.

A) Embalagem aberta no instante do ensaio
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A hidratacdo com dgua pura (Figura 20-A e C) ndo apresentou correlagdo entre
retencdo de viabilidade e os teores de glicerol interno, enquanto as hidratacdes com lisina e
bicarbonato mostraram-se inversamente proporcionais. A hidratacio com 4gua apresentou a
menor retencdo de viabilidade (juntamente com a lisina) e os menores teores de glicerol
interno (juntamente com o bicarbonato). No entanto, a dgua apresentou os maiores volumes
de massa e CO, (Figura 20-E e G) independentemente do tempo de hidratacdo. Portanto,
conclui-se que a hidratacdo das amostras do fermento seco com &4gua ndo apresentou
correlagdo entre viabilidade, teores de glicerol interno e atividade fermentativa.

A lisina foi o aditivo que proporcionou a menor retencao de viabilidade (Figura 20-A)
e os maiores teores de glicerol interno (Figura 20-C), enquanto o bicarbonato foi o aditivo
que apresentou a maior retengdo de viabilidade (Figura 20-A) e os menores teores de glicerol
interno (Figura 20-C). Com lisina, onde os teores de glicerol interno foram minimos (50 min
de hidratagdo) o volume de massa foi maximo (Figura 20-E), enquanto onde os teores de
glicerol interno foram maximos (80 min de hidratacdo) o volume de massa foi minimo, ou
seja, os teores de glicerol interno foram inversamente proporcionais ao crescimento de massa.
Por sua vez a evolugdo de CO, (Figura 20-G) ndo apresentou correlagdo com os parametros
analisados (viabilidade, glicerol interno e crescimento da massa).

A hidratacdo com bicarbonato apresentou viabilidade e volume de CO, (Figura 20-A
e G) relativamente altos, enquanto os teores de glicerol interno e o volume de massa (Figura
20-C e E) foram baixos. Supde-se que a retengdo de viabilidade proporcionada pelo
bicarbonato levou a uma evolugdo de CO; elevada, com isso teoricamente o volume de massa
deveria ter sido alto, no entanto o crescimento da massa ndo depende somente do volume de
CO, liberado, mas depende também da capacidade da massa reter o CO, produzido durante o
processo de fermentagao.

A hidratagdo com citrato apresentou os menores volumes de massa e CO, dentre os
aditivos ensaiados (Figura 20-E e G). A viabilidade e os teores de glicerol interno ndo foram
determinados com citrato por falta de tempo para realizacdo do ensaio, uma vez que este
ensaio demanda um tempo relativamente grande.

B) Embalagem aberta a 30 dias do ensaio

A hidratacdo com 4gua proporcionou a menor retencdo de viabilidade e os menores
teores de glicerol interno (Figura 20-B e D), assim como ocorrido com as amostras coletadas
da embalagem aberta no instante do ensaio (Figura 20-A e C). Isso indica uma
proporcionalidade entre a viabilidade e os teores de glicerol interno, ou seja, quanto maior a

retencdo de viabilidade, maiores os teores de glicerol interno e quanto menor a reteng¢do de
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viabilidade, menores os teores de glicerol interno. O glicerol interno € um indicativo de
estresse, portanto tem-se que a hidratacdo do fermento seco com dgua proporciona a levedura
uma condi¢do de estresse menor quando comparada com a hidratacdo com os demais aditivos
(lisina e bicarbonato). No entanto, essa reducdo no nivel de estresse que a levedura ¢é
submetida, praticamente nio tem importancia, uma vez que se tem retencdo de viabilidade
baixa. Em relac@o ao crescimento da massa (Figura 20-F) nenhum tipo de correlagdo com os
teores de glicerol interno (Figura 20-D) e com a evolugdo de CO, (Figura 20-H) foi
observado. No entanto, o crescimento de massa foi inversamente proporcional a retencdo de
viabilidade, ou seja, onde o volume de massa foi midximo (20 e 50 min de hidratagdo) a
viabilidade foi minima, enquanto onde o volume de massa foi minimo (80 e 120 min de
hidratacdo) a viabilidade foi maxima.

A hidratagdo do fermento seco com lisina proporcionou retencdo de viabilidade
(Figura 20-B) maxima e teores de glicerol interno (Figura 20-D) minimos ap6s 50 min de
hidratacdo, enquanto retencido de viabilidade minima e teores de glicerol interno maximos
foram obtidos apds 80 min de hidratacdo. Portanto, conclui-se que a retencdo de viabilidade
foi inversamente proporcional aos teores de glicerol interno. Em relagdo ao crescimento da
massa (Figura 20-F) os volumes obtidos foram praticamente constantes, exceto aos 50 min
de hidratag¢do onde o volume de massa foi levemente inferior aos obtidos nos demais tempos
de hidratacdo ensaiados (20, 80 e 120 min). Por sua vez, a evolu¢do de CO, (Figura 20-H)
ndo apresentou correlacio com os pardmetros analisados (viabilidade, glicerol interno e
crescimento da massa).

A hidratagdo com bicarbonato apresentou retencdo de viabilidade (Figura 20-B) e
volumes de massa (Figura 20-F) relativamente altos, independente do tempo de hidratacao,
enquanto os teores de glicerol interno (Figura 20-D) foram altos somente aos 50-80 min de
hidratacdo. Nesse caso observou-se uma correlacdo entre a viabilidade e o volume de massa,
ou seja, quanto maior a viabilidade maior o volume de massa. Esses dados ndo se
reproduziram quando amostras de fermento seco foram coletadas da embalagem aberta no
instante do ensaio (Figura 20-A e E). Isso é um indicativo de que o bicarbonato € um aditivo
de hidratacdo com alto poder de regeneracdo da estrutura celular, quando esta passa por
processo de oxidacdo devido a exposi¢do ao oxigénio e umidade do ar.

A hidratagdo com citrato apresentou os menores volumes de massa e CO, (Figura 20-
F e H) dentre os aditivos ensaiados. A viabilidade e os teores de glicerol interno ndo foram
determinados com citrato por falta de tempo para realizacdo do ensaio, uma vez que este

ensaio demanda um tempo relativamente grande.
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Figura 20 - Relacdo entre os dados descritos nas Figuras 17-19 e Tabela 16 para embalagens abertas no
instante do ensaio (Partes: A, C, E e G) e apds 30 dias (Partes: B, D, F e H): Solugdes hidratantes utilizadas:
dgua (O), lisina 0,08 mol.L! (o), bicarbonato 0,0147 mol.L" (A) e citrato 0,15 mol.L"! (>). O fermento
bioldgico seco (embalagem contendo 110g) distribuido por Fermix e produzido em Istambul, Turquia por “PAK
GIDA” foi utilizado.
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5 - CONCLUSAO
5.1 - Quanto ao crescimento da massa
As hidratagdes diretas do fermento seco instantdneo com solugdes de citrato
0,15 mol.L™" a pH 6,9 e 7,5 por 40 min a temperatura ambiente proporcionaram aumentos de
25-29% (35,4-36,6 mL/180 min de fermentagcdo) em relacio ao controle (28,3 mL/180 min de
fermentacdo). No entanto, a hidratag@o direta do fermento seco instantdneo com 4gua por 10
min a temperatura ambiente proporcionou um volume de massa (36,0 mL/150 min de
fermentacdo) tdo bom quanto aos obtidos com citrato, mas com tempo de hidratacdo e
fermentacdo menores. Portanto, conclui-se que a hidratacdo direta com 4gua foi a melhor
condi¢do de hidratagdo obtida em relagdo ao crescimento de massa por necessitar de um
menor tempo de hidrata¢do (10 min) e um menor tempo de fermentacdo (150 min).
5.2 - Quanto a evolucao de CO;,
As hidratagdes diretas do fermento seco instantdneo com solugdes de glicose 2,0% e
0,5% por 40 min a temperatura ambiente proporcionaram aumentos de 33-38% (53,7-56,0
mL/180 min de fermentacdo) em relagdo ao controle (40,5 mL/180 min de fermentacdo). No
entanto, a hidratacio direta do fermento seco instantdneo com dgua por 10 min a temperatura
ambiente proporcionou um volume de CO; (79,0 mL/180 min de fermenta¢do) maior que os
anteriores obtidos com hidratacdo em glicose. Portanto, conclui-se que a hidrata¢do direta
com 4gua por 10 min a temperatura ambiente foi a melhor condi¢cdo de hidratacido obtida em
relacdo a evolucdo de CO,.
5.3 - Quanto a viabilidade celular
A hidratacio direta do fermento seco instantineo com solucio de lisina 0,08 mol.L"
por 120 min a 37°C proporcionou aumento de 2,09 vezes (15,1 cfumL™ x 10%) em relagdo ao
controle (7,2 cfumL’ x 102). No entanto, a hidratacdo direta do fermento seco instantineo
com dgua na faixa de 40-80 min a temperatura ambiente proporcionou viabilidades
(16,6 cfumL’ x 10> e 16,4 cfumL’ x 102) maiores que as obtidas anteriormente (apds
hidratacdo com lisina). Portanto, conclui-se que a hidratacao direta com 4gua na faixa de 40-
80 min a temperatura ambiente foi a melhor condi¢cdo de hidratacdo obtida em relagdo a
viabilidade celular.
5.4 - Como explicar, fisiologicamente, os aumentos em viabilidade celular nao
proporcionais a atividade de fermentaciao?
Este foi um resultado inesperado. O fermento requer energia para a sua multiplicacio,
mas parece que a fermentacdo ndo € a principal ou Unica via de geracdo de energia para a

sintese de material celular. Os resultados obtidos com lisina, 4gua e solu¢do de bicarbonato
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para os valores de glicerol interno indicam um desvio da via glicolitica para o acimulo de
glicerol que é um protetor osmoético bastante conhecido acumulado em situacio de estresse de
diversas formas. Assim, o aumento na sintese de glicerol seria devido mobilizagcao de parte da
trealose e isto deixaria uma quantidade menor deste agicar de reserva para a atividade de
fermentacdo da massa. Esta previs@o s6 pode ser confirmada com o ensaio do teor de trealose.

Sabe-se que a protedlise celular aumenta em situagdo de estresse e assim espera-se que
o teor de proteina interna diminua com o aumento da quantidade de glicerol interno.

5.5 - Melhor condicao de hidratacao

Para a escolha da melhor condicdo de hidratacdo deve-se levar em conta quais os
parametros de maior importancia. No caso, onde a levedura € hidratada e prontamente
adicionada a massa sem nenhum tipo de estocagem (ex.: estocagem em congelador), acredita-
se que a ordem de importancia dos parametros é evolucao de CO,, crescimento de massa, e
viabilidade celular. Aumento em viabilidade celular durante a hidratacdo seria de extrema
importdncia no caso da estocagem de massa em congelador. Isto proporcionaria
possivelmente a obtencdo de uma massa congelada com menor perda em atividade de
fermentagdo apds a estocagem. Portanto, conclui-se que a melhor condicio de hidratacao
consiste em hidratar diretamente o fermento seco instantineo com agua por 10 min a
temperatura ambiente. Este resultado contraria os dados mais recentes encontrados na
literatura (ndo foi realizado ensaio comparativo), onde se recomenda hidratar diretamente a
levedura seca por 20 min a 37°C (ROUSTAN e SABLAYROLLES, 2002) e/ou por 20 min a
38°C (BELLISSIMI ¢ INGLEDEW, 2004).

6 - PREVISOES DE APLICACAO EM PANIFICACAO

Espera-se que o aumento da viabilidade celular durante a hidratacdo permita obter uma
massa congelada que perca menos atividade de fermentacdo durante a estocagem em
congelador. Isto seria sem divida uma grande aplicacdo tanto com ou sem a presenca de

aditivo.
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7 - APENDICE

APENDICE A - Figura 7: Curvas dos tempos de hidratacdo a temperatura ambiente em
funcdo do tempo de fermentagdo sobre a variagdo do volume de massa e evolucao de CO,.

Volume de massa (mL)
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==
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Figura 7 - Curva do tempo de hidratagdo a temperatura ambiente (27°C) sobre a variagdo no volume de massa e
volume de CO,: 1 min (m); 10 min (®); 20 min (A); 40 min (V¥); 80 min (<€) e 120 min (»). O fermento
bioldgico seco (embalagem contendo 10g) distribuido por Fermix e produzido em Istambul, Turquia por “PAK
GIDA” foi utilizado.
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APENDICE B - Figura 9: Curvas dos tempos de hidratagdo a 37°C em fungdo do tempo de
fermentacao sobre a variacdo do volume de massa e evolug¢do de CO,.
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Figura 9 - Curva de tempo de hidratagéio a 37°C sobre a varia¢do no volume de massa e volume de CO,: 1 min
(m); 10 min (e); 20 min (A); 40 min (V¥ ); 80 min (<) e 120 min (» ). O fermento biolégico seco (embalagem
contendo 10g) distribuido por Fermix e produzido em Istambul, Turquia por “PAK GIDA” foi utilizado.
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APENDICE C - Figura 11: Curvas dos tempos de hidrata¢do a 37°C em fungdo do tempo de
fermentacgdo sobre a variagdo do volume de massa e evolugido de CO,.
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Figura 11 - Curva de tempo de hidrata¢do a 40°C sobre a variagdo no volume de massa e volume de CO,: 1 min
(m); 10 min (e); 20 min (A ); 40 min (V¥); 80 min (<) e 120 min (» ). O fermento biolégico seco (embalagem
contendo 10g) distribuido por Fermix e produzido em Istambul, Turquia por “PAK GIDA” foi utilizado.



8 - DADOS EXPERIMENTAIS

Tabela 1 - Curva analitica do glicerol (referente a figura 4).

[umol/L] Padrio | Reagente H,O Abs Meédia
226mML | mL) | @L) |5700m) Abs
0 0 2 40,0 8:888 0,000 = 0,000
5 53 2 347 8:81(7) 0,059 = 0,016
10 10,6 2 29.4 882 0,136 + 0,004
15 15,9 2 24,1 gﬁgg 0,202 = 0,004
20 212 2 18,8 8:;;2 0,271 + 0,001
25 26,5 2 13,5 8%3 0,353 % 0,027
30 31,9 2 8,1 8:383 0.404 = 0,008
0.471
35 372 2 28 | g | 04750005

Tabela 2 - Comparacdo de dados das Figuras 6, 8 e 10. (referente as figuras 6, § e 10

Velo.cidades Volumes finais
Temperatura Tempo de (ml./min/0,15g de (mL) Viabilidade
°C) idrataciio fermento x 10™) (cfu.mZL
(min) Crescimento  Evolucéo Massa co x 10%)
de massa de CO, >

10 41,9+£23 525+£1,3 1 36,0+£2,0 79,0+2,0 112,91+£0,28
20 349+1,1 475+14 1 34,0+£20 75,0+4,1 |11,59+0,22

27 40 36,5+1,9 51,321,001 33,0+£1,4 77,5+3,5 116,59 £0,11
80 33,0+£2,1 484 +1,5] 32,0+£2,0 75,5+1,6 ]16,36+0,36
120 22,5+0,8 399+£0,7]1 28,0+£2,0 73,0+32 113,02+£0,10

10 343+1,8 489+ 1,21 30,0+£0,0 74,0+4,0 | 8,19%£0,39

20 35,6 £3,2 475+191 31,0+14 66,0+2,0 | 9,13+£0,47

37 40 30,7 £3,8 46,5+ 1,41 30,0+£0,0 76,5 +4.,5 9,05+ 0,22
80 30,8 £2,1 454+ 1,71 32,045 78,0+ 1,0 | 14,91 £0,61

120 25,5+ 1,0 40,3+£291 310+14 71,5+£1,6 | 7,19%0,66

10 349+1,6 48,7+1,01 34,0+£2,0 76,5+3,5 | 6,56 %0,09

20 279+19 440+1,0] 31,0+14 685+1,6 | 7,19+£0,44

40 40 26,0+ 1,6 41,0+2,11 320+14 67,0+3,2 | 9,51+£0,35
80 27,6 £1,8 394+19] 32,0£2,0 675+3,5 | 847+0,20

120 225+28 31.3+1,3 ] 28,0+£28 555+1,6 | 7,50£0,11

O fermento biolégico seco (embalagem contendo 10g) distribuido por Fermix e produzido em Istambul, Turquia por “PAK GIDA” foi

utilizado



Tabela 3 - Efeito da hidratagcdo do fermento seco

celular (referente a figura 12).

()
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, com solugdes de aditivos por 120 min a 37°C, sobre a viabilidade

(Parte~A) Met}na do V (uL) p/ cfumL™ (Parte~B) Metjla do V (uL) p/ cfumL!
Solucio n’ de obter 400 < 107 Solucio n’ de obter 400 x 10
hidratante | colonias/placa | col/placa hidratante | colonias/placa | col/placa
Agua Agua
+ +
(controle) 52,0+14 63 zf(;it;o(l)é? (controle) 118,5+3,5 63 if(’)it;o?e’g
PHsina 4,7 PHsina 4,3
Glicose Glutamico
0,5% 42,0+ 1,4 62 17,1£0,7 0,08M 140+ 4,2 58 24,1+0,7
prinal 3’7 prinal 6,1
Glutamico
Citrato 0,08M
0,15 mol.L"! 39,0128 55 15,1 £ 1,2 |1 (PHinicial 755, 163142 57 28,6 £ 0,7
PHsina 7,0 ajustado)
pHﬁnal 6’6
Extrato de
Levedura Lisina 0,08M
+ + ’ + +
1,0% 46,5+ 0,7 58 17,7+0,6 pHpna 9,5 123,5+49 52 23,8+0,9
pHﬁnal 653
Extrato de Lisina 0,08M
Levedura f = 460428 5o | asazip|| w75 545540, 62 |393+03
2,0% ajustado)
pHﬁnal 6’5 pHﬁnal 7’3
Bicarbonato
0,0147M
(PHinicial da
soluciio 353 31,5£2,1 56 26,2+24 - -—- -—-
sem ajuste)
PHinar da
suspensiao 737

) Fermento bioldgico seco distribuido por Fermix (embalagem contendo 10g) e produzido em Istambul, Turquia por “PAK GIDA”.

Tabela 4 - Curva de tempo de hidratacdo do fermento seco
instantdneo com Lisina 0,08 mol.L"' (ajustar o pH da solugio
8,0) a 37°C (referente a figura 13).

Tempo de - o V (uL) p/ 1
hidratacio Me(Aha. do n” de obter 200 Cfu'mIzJ
. colonias/placa x 10
(min) col/placa
1 260,0x+ 17,0 63 41,3+£2,7
(controle)
10 219,5+ 12,0 57 38,5+2,1
20 231,042 70 33,0+0,6
40 232,0+11,3 64 36,3+1,8
80 240,5+16,3 66 36,4+25
120 289,0x7,1 60 48,2+ 1,2

Fermento bioldgico seco distribuido por Fermix (embalagem contendo 10g) e produzido
em Istambul, Turquia por “PAK GIDA”.



Tabela 5 - Efeitos do tempo de abertura da embalagem do fermento seco instantineo
sobre a viabilidade celular (referente a figura 17).

- Tempo de Viabilidade celular (cfu.mL'1 x10° )
Soluciao P
Hidratante abertura da 20 min 50 min 80 min 120 min
embalagem | hidratacfio | hidrataciio | hidratacio | hidratacio
0 45+0,10 | 3,3+0,10 | 3,7+0,04 | 2,7+0,03
pH48) | oH46) | pH44) | (pHA43)
10 51+0,17 | 38+0,10 | 3,7+0,12 | 4,2+0,07
Agua (pH 4,8) (pH 4,5) (pH 4.4) (pH 4,4)
20 33+£0,02 | 3,0+£0,08 | 3.4+£0,08 | 3,4+0,08
(pH 5,0) (pH 4,5) (pH 4,4) (pH 4,3)
30 29+0,04 | 2,7+0,08 | 3,2+0,02 | 3,2+0,03
(pH 5,1) (pH 4,7) (pH 4,6) (pH 4,5)
0 4,0+0,09 | 34+£0,10 | 3,3+£0,01 | 3,9+0,01
PH78) | GH7.6) | GH7.5) | (pH7.4)
10 3,7+0,05 | 3,1+£0,10 | 2,7+0,04 | 3,3+£0,05
Lisina (pH 7,6) (pH 7,6) (pH 7.,3) (pH 7,3)
0,08 mol.L" 20 3,0+£0,02 | 2,7+0,06 | 29+0,01 | 3,0+0,02
(pH 7,6) (pH 7.,5) (pH 7,4) (pH 7.4)
30 3,0+£0,03 | 3,9+0,08 | 3,1+0,03 | 3,1+0,05
(pH 7.6) (pH 7,6) (pH7.5) | (pHT.5)
0 49+0,03 | 43+£0,13 | 480,05 | 4,7+0,16
(pH 7.5) (PH74) (pH 7.4) (pH 7.4)
10 39+0,12 | 3,5+£0,02 | 3,7+0,03 | 4,2+0,07
NaHCO; (pH 7,4) (pH 7,4) (pH 7,3) (pH 7.,3)
0,0147 mol.L" 20 3,1+£0,03 | 34+0,10 | 3,2+0,09 | 3,1+0,12
(pH 7.,5) (pH 7,4) (pH 7,4) (pH 7,3)
30 3,7+0,09 | 35+0,10 | 3,9+0,04 | 3,6+0,01
(pH7.4) (PH74 | H73) | (pHT73)

Fermento biolégico seco distribuido por Fermix (embalagem contendo 110g) e produzido em Istambul, Turquia por “PAK

GIDA”.
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Tabela 6 - Efeitos do tempo de abertura da embalagem do fermento seco instantineo
sobre os teores de glicerol interno (referente a figura 19).

Soluci Tempo de Teores de glicerol interno (umol.L™.g"'x10%)
Hideatante  @berturada [ 20minde | 50min | $0min | 120 min
embalagem | hidratacio | hidrataciio | hidrataciio | hidratacio
0 65+0,17 | 6,4+£0,08 | 6,8+0,03 | 6,5+0,08
(pH 4,9) (pH 4,6) (pH 4,7) (pH 4.8)
10 58+0,15 | 6,6+£0,14 | 5,6+£0,08 | 5,3+£0,07
Agua (pH 5,1) (pH 4,8) (pH 4,8) (pH 4,9)
" 58025 | 752031 | 68032 | 7,1£030
(pPH5,0) | (pH4,7) | (pH4,7) | (pH49)
30 59+0,18 | 59+£0,23 | 5,9+0,19 | 6,0+0,23
(pHS5.2) (pH4.9) (pH 4.9) (pHS. 1)
0 70+0,09 | 7,1£003 | 7,6+0,13 | 7,1 £0,16
(pH 5,6) (pH 5.3) (pH 5,3) (pH5,4)
10 6,3+0,14 74+0,18 | 6,4+0,11 6,5 £0,09
Lisina ©eH59 | ©H56) | oHS6) | (pHSS)
0,08 mol.L"! " 89039 | 90041 | 932039 | 7.7+0.32
(pH 5,9) (pH 5,6) (pH 5,4) (pH 5,4)
30 7,1 £0,25 6,9+020 1 7,8+0,23 | 7,5+0,27
(pH6,1) (pH5,9) (pH 5.8) (pH6,4)
0 6,2+0,04 | 6,6£0,01 | 7,1£0,01 | 6,4 +0,03
(pH 6,2) (pH 6,2) (pH 6,3) (pH 6,4)
10 6,0+£0,08 | 74+0,18 | 7,2+0,15 | 6,7+0,18
NaHCO, eH62) | oH60) | pHED | (pH6D)
0,0147 mol.L" 20 732035 | 7,42037 | 88+038 | 83+039
(pH 6,4) (pH 6,3) (pH 6,2) (pH 6,2)
30 6,1+0,17 | 7,6 £0,22 | 7,0£0,25 | 6,4 +0,25
(pH 6.4) (pH 6,3) (pH 6,3) (pH 6.,2)

Fermento biolégico seco distribuido por Fermix (embalagem contendo 110g) e produzido em Istambul, Turquia por “PAK

GIDA”.
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