INSTITUTO
SUPERIOR B
AGRONOMIA

L“T,]IA (’7')[(/(“’11’ (i(’ L!\[)()(I

NOVA SCHOOL OF
SCIENCE & TECHNOLOGY

Desenvolvimento e caracterizagao de uma massa-mae

elaborada a partir de trigo Preto-amarelo
Impacto da panificagao com massa-mae nas propriedades e

aptidao tecnolégica dos paes

Sara Isabel Mateus Correia Hourmat

Dissertacao para a obtencdo do Grau de Mestre em

Ciéncias Gastronomicas

Orientadores: Professora Doutora Catarina Paula Guerra Geoffroy Prista

Doutora Maria Cristiana Henriques Nunes

Juri:

Presidente: Doutor Manuel José Pimenta Malfeito Ferreira, Professor Auxiliar com Agregacao
do Instituto Superior de Agronomia da Universidade de Lisboa

Vogais: Doutora Anabela Cristina da Silva Naret Moreira Raymundo, Professor Auxiliar com
Agregacao do Instituto Superior de Agronomia da Universidade de Lisboa
Doutora Maria Cristiana Henriques Nunes, Professora Auxiliar da Universidade

Luséfona de Humanidades e Tecnologias

2| uison | e



Agradecimentos

E assim termina mais uma etapa da minha vida académica e gostava de expressar
aqui o meu mais profundo agradecimento a todos os que tornaram isso possivel.

Antes de mais, gostava de agradecer ao meu marido Bernardo pelo apoio e
encorajamento incansavel em todo e qualquer momento.

As minhas orientadoras, a Professora Doutora Catarina Prista e & Doutora Cristiana
Nunes por todo o apoio, conhecimento e gosto que me proporcionaram no decorrer deste
trabalho.

A Professora Paulina Mata, simplesmente por tudo.

Ao meu colega e amigo Francisco Almeida. Tudo foi mais facil na tua companhia.

A Rafaela Santos, a Sara Simdes, ao Héctor Hernandéz e & Doutora Farzana Sabir
por toda a disponibilidade e paciéncia para me ajudarem sempre durante todos estes meses.

Por fim, agradego a minha familia por terem sido quem me incutiu este amor inabalavel

por comer.



Resumo

Com o aumento das necessidades de mercado em pao de trigo mais saudavel e
palatavel, a incorporagdo de massa-mae na sua produgao voltou a generalizar-se.

Neste trabalho preparou-se uma massa-mae a partir da variedade de trigo portugués
Preto-amarelo, medindo-se o seu pH e fazendo culturas microbiolégicas ao longo do tempo.
Ao contrario do expectavel, identificaram-se maioritariamente as leveduras Debaryomyces
maramus/Debaryomyces hansenii e Clavispora lusitaniae, as bactérias Pantoea sp./Pantoea
agglomerans e Pseudomonas poae (dia 0) e Ralstonia sp. (dias 2 e 11).

Com o objetivo de comparar as massas e paes levedados a partir da massa-mae
preparada com trigo Preto-amarelo ou com levedura comercial, analisaram-se massas de pao
preparadas com a mesma farinha, usando dois valores de hidratagéo (56,25% e 66,67%),
quanto ao pH, acidez, textura e comportamento viscoelastico. A avaliacdo da qualidade
tecnoldgica dos paes obtidos baseou-se na acidez, textura, volume, cor, humidade e atividade
da agua.

Como seria de esperar, o pH das massas fermentadas com massa-mée foi inferior ao
das massas com levedura comercial, com valores que rondam 3,8, muito préximos do pH final
da massa-mae.

Verificou-se que uma menor hidratagédo da farinha (56,25%) resultou num menor
tempo de desenvolvimento da massa, mas também numa menor estabilidade. Estas massas,
apos fermentagao, apresentaram maior estruturagao (valores de G’ superiores) e valores de
firmeza superiores. As diferengas entre o comportamento reoldgico e a textura das massas
fermentadas com massa-mae ou fermento industrial ndo sao notérias.

Os paes fermentados naturalmente com esta massa-mae, preparada com trigo Preto-
amarelo, apresentaram uma maior firmeza, menor volume do que os paes levedados a partir
do fermento de padeiro e uma maior velocidade de envelhecimento.

Os resultados obtidos permitem concluir que a panificacao por métodos tradicionais
com massa-mae tem um forte impacto nas propriedades reoldgicas das massas e na aptidao

tecnolégica dos paes.

Palavras-chave: P40, massa-mé&e, microbiologia, reologia, textura.



Abstract

The increase in the market’'s demand for healthier and more palatable wheat bread has
made the incorporation of sourdough in breadmaking widespread again.

In this study a sourdough starter was prepared using the traditional Portuguese variety
of wheat Preto-amarelo, its pH was measured over time and its microbial diversity in different
stages identified. Unexpectedly, the main microorganism species identified were the yeasts
Debaryomyces maramus/Debaryomyces hansenii and Clavispora lusitaniae, the bacteria
Pantoea sp./Pantoea agglomerans and Pseudomonas poae (day 0) and Ralstonia sp. (days 2
and 11).

In order to compare doughs and breads fermented with the Preto-amarelo wheat
sourdough starter and with baker’s yeast, fermented doughs with the same flour, two different
hydration levels (56.25% and 66.67%) and sourdough starter or baker’s yeast were prepared,
and their pH, acidity, texture and viscoelastic behaviour were analysed. The technological
quality analysis of the breads was based on their acidity, texture, volume, colour, humidity and
water activity.

As expected, the doughs fermented with sourdough starter had lower pH, with values
around 3.8, very close to the final pH value of the matured sourdough starter.

It was observed that the lower flour hydration value (56.25%), led to a lower
development time, but also to lower stability. These doughs, after fermentation, were also more
structured (superior G’ values) and achieved higher firmness values. There were no
noteworthy differences between the rheological behaviour and the texture of the doughs
prepared with the sourdough starter and the baker’s yeast.

The breads prepared with the Preto-amarelo wheat sourdough starter presented higher
values of firmness and lower volume than the breads fermented using the baker’s yeast and
presented higher aging velocity values.

The results presented in this study allow us to infer that traditional breadmaking
techniques using sourdough have a strong impact on rheologic properties of doughs and in

the technological aptitude of breads.

Keywords: Bread, sourdough starter, microbiology, rheology, texture.
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1. Introducgao

“Mesa sem pao, é mesa de refilao!”, ja dizia o meu avd. O pao é um alimento que nao
pode faltar na mesa dos portugueses e que esta profundamente inserido nas nossas raizes
culturais e histéricas. Até ha bem pouco tempo, o pao representava a base da alimentacao e
o ato de o fazer era, ndo s6 uma arte que passava de geragao em geragdo, como um ato
religioso e de amor (Arora et al., 2021; Gobbetti et al., 2019b).

Nas ultimas décadas, o trigo e 0 pao tornaram-se ambos alimentos menos desejados
pelo publico (Blatchford, 2016; Specter, 2014), principalmente por aqueles com mais
preocupacodes pelo seu bem-estar e saude. O processo comunitario de se fazer, fermentar
naturalmente e cozer pao perdeu-se (Catzeddu, 2011), e este passou a ser comprado (Decock
& Cappelle, 2005). O processo de industrializagdo conseguiu denegrir este alimento altamente
nutritivo em algo nédo desejavel, ou mesmo algo a evitar na alimentagcao (Specter, 2014).
Contudo, nos ultimos anos, pbdde verificar-se um renascer de padarias mais artesanais
(Calvert et al., 2021; Catzeddu, 2011), nas quais os processos de panificagao tém novamente
origem no processo de fermentagdo natural das farinhas dos cereais. O processo de
fermentagéo natural da massa de pao € complexo, muito variavel, e € a chave para a grande
maioria das caracteristicas organoléticas e nutricionais deste alimento (Calvert et al., 2021).
Mais recente e paralelamente, tem-se também observado um desejo de retorno as origens
dos trigos portugueses, comegando a recuperar-se e produzir-se variedades caidas em
desuso. Apesar do pao de fermentagéo natural ter vindo a ser estudado recentemente por
todo o mundo (Arora et al.,, 2021; Calvert et al., 2021; Ercolini et al., 2013), o universo
microbioldgico € vastissimo e, pouco se sabe sobre as variedades de trigos portugueses, do
seu microbioma, das massas-mae criadas a partir deles e dos seus efeitos em massa de pao.
Torna-se entdo, ndo s6 imperativo, como de extremo interesse aprofundar o conhecimento
sobre estes cereais, que sao parte da identidade de Portugal (Barboff, 2005, 2017a, 2017b).

No presente trabalho selecionou-se um trigo de uma variedade antiga portuguesa,
trigo Preto-amarelo, e, com ele, preparou-se uma massa-mae até ao ponto de se poder
elaborar pao com ela. Fizeram-se colheitas de amostras em varios momentos que se
consideraram marcantes durante o processo e proporcionaram-se as condi¢des necessarias
para o crescimento dos microrganismos presentes, seu isolamento e identificagdo. Com a
massa-mae de trigo Preto-amarelo elaborada, foram preparados, seguindo-se o mais possivel
0 método artesanal, massa e pao fermentados naturalmente.

Assim, os objetivos gerais do presente trabalho foram: (i) caracterizar a principal
microbiota presente numa massa-mae produzida a partir de uma variedade de trigo tradicional

portugués (o trigo preto-amarelo) e (ii) avaliar o efeito da massa-mae nas caracteristicas de



um pao produzido a partir desta por comparagdo com um pao produzido com levedura

comercial (fermento de padeiro). Mais especificamente, pretendeu-se:

VL.

VILI.

VIII.

Preparar uma massa-méae a partir de um trigo portugués;

Isolar a microbiota presente na farinha e em alguns estagios do processo de produgao
da massa-mae elaborada a partir do trigo;

Observar a evolugédo dos microrganismos ao longo de todo o processo;

Proceder a identificagdo dos microrganismos mais significativos presentes nos varios
estagios de evolugdo da massa-mae;

Elaborar massa e pao de fermentagdo natural a partir da massa-méae produzida em
comparacgao com o fermento de padeiro industrial;

Avaliar a textura e o comportamento reolégico das massas de pao, através de testes
empiricos (farinogramas no micro-doughLAB) e fundamentais (testes dindmicos no
redémetro);

Avaliar a textura, volume, cor, humidade e atividade da agua como parametros de
qualidade dos paes;

Comparagao global de todos os pardmetros avaliados entre massas e paes

elaborados com os diferentes agentes levedantes.



2. Revisao Bibliografica

2.1 Trigo Preto-amarelo

O trigo € uma fonte de alimento para mais de 35% da populagao Mundial. Em Portugal
€ também uma das principais culturas de cereais (Scotti-Campos et al., 2014).

Descrito em detalhe por Vasconcelos (1933), no seu levantamento das variedades
tradicionais portuguesas de trigo, o trigo Preto-amarelo (Figura 1) € uma variedade de trigo
duro com alguma relevancia na panificagao tradicional da regidao da Peninsula de Setubal
(Ribeiro et al., 2006).

Escolheu-se este trigo pois pretendeu-se utilizar um trigo portugués que néo o trigo
Barbela, do qual ja existem alguns trabalhos publicados (Ribeiro-Carvalho et al., 2004). O trigo
Preto-amarelo foi entao o unico trigo tradicional tirando o trigo Barbela, anterior a 1933, bem
descrito na literatura, do qual se conseguiu recolher a quantidade suficiente de cereal para a

realizacao deste trabalho.

Figura 1 - Imagem de uma espiga de Trigo Preto-amarelo (Vasconcelos, 1933).



2.2 Pao de Fermentagao Natural

O pao tem sido sempre um elemento central da histéria da alimentacgao, refletindo a
espiritualidade e civilizagdo Humanas (Gobbetti et al., 2019b). Sendo um dos produtos de
maior importancia nutricional e econdmica a nivel Mundial produzido a partir de cereais, é
considerado um alimento base da alimentacdo em muitas partes do globo (Papadimitriou et
al., 2019).

Pao de diferentes tipos e formas é consumido em grandes quantidades por todo o
Mundo. O pao achatado (do inglés “flatbread”) € o mais antigo, mais diverso e mais popular
tipo de pao, com uma estimativa de mais de 1,8 bilides de pessoas a consumi-lo globalmente.
A variedade de técnicas de producgao de pao € tdo grande como os tipos diferentes de pao
existentes, tendo como objetivo converter as farinhas de cereais num produto alimentar
atrativo, digerivel e palatavel (Chavan & Chavan, 2011a).

Pensa-se que se tenha comegado a produzir pao de fermentagdo natural no Egipto
(Gobbetti et al., 2019b) ha cerca de 8000 anos (Rubel, 2011), onde escavagdes arqueoldgicas
descobriram residuos de pao em tumulos e trigo em locais de habitacdo humana. Os egipcios
terdo selecionado variedades de trigo e adotado moinhos e peneiros especificos para
panificacdo e terdo sido os primeiros a fermentar farinha e agua até aumentar de volume,
mistura-la com massa preparada de fresco e cozé-la em fornos a altas temperaturas
(Papadimitriou et al., 2019).

Cerca de 800 a.C. o uso de massa fermentada egipcia € adotado na Grécia antiga,
que comecou por ser uma atividade doméstica feminina e que foi, a pouco e pouco, tornando-
se uma atividade para profissionais. Esta bem documentado como o pao adquiriu um papel
fulcral religioso no culto dos Deuses gregos antigos, bem como os cereais utilizados, os tipos
de pao e técnicas de cozedura utilizadas (Papadimitriou et al., 2019).

Mais tarde, também os Romanos, cuja alimentagao era a base de cereais cozidos ou
assados, aprenderam e renderam-se ao processo de panificagdo, introduzindo
regulamentacdes para a sua manufatura e melhorando o processo de construgao de fornos
de pao (Papadimitriou et al., 2019).

Na Europa Central (atuais Austria, Alemanha e Suica), tém sido consistentemente
produzidos paes a partir de massas fermentadas acidificadas e |évedas ha mais de 5000 anos.
Acredita-se que os gregos a viver em Marselha terao introduzido o pao de fermentagao natural
na Galia (atual Franga) no séc. IV a.C., embora tenha sido apenas na Idade Média (400-1400
d.C.), e apenas nas cidades, que a profissao de padeiro tera aparecido (Papadimitriou et al.,
2019).

Na América do Norte, o uso de massa-mae (em inglés “sourdough”) como agente

levedante esta intimamente ligado a chegada dos colonizadores Europeus que se espalharam
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por todo o Continente, principalmente durante a corrida ao ouro do meio do séc. XIX, na regiao
da Costa Oeste (Papadimitriou et al., 2019).

Desde o final do séc. XIX que o fermento de padeiro (levedura Saccharomyces
cerevisae selecionada) quase que substituiu completamente o uso de massa-mae no
processo de panificacdo. Esta modificagdo deveu-se a necessidade de adaptacdo a
mecanizagido e a um processo de levedagao mais rapido e simples, uma vez que 0 processo
de fermentacéo natural € muito especializado e lento (Catzeddu, 2011).

Atualmente, o interesse crescente dos consumidores por produtos auténticos,
tradicionais, saudaveis e “clean-label’ tem contribuido para uma imagem positiva renovada
de produtos a base de massa-mae (Decock & Cappelle, 2005) e aumentado a sua procura
(Catzeddu, 2011).

2.2.1 Massa-Mae

O uso de massa-mae ou sourdough (massa azeda) como forma de levedar pdo é um
dos processos microbioldgicos mais antigos na producgao alimentar a base de cereais (Chavan
& Chavan, 2011a). A massa-mae ou massa azeda forma-se naturalmente a partir de
microrganismos ja presentes na farinha, no ambiente e na pele de quem a prepara (Reese et
al., 2020), quando uma mistura de farinha e agua é colocada num local de temperatura amena
por algumas horas. Se esta mistura é utilizada para inocular uma nova mistura de farinha e
agua (massa) que é deixada a fermentar e que, por sua vez, é utilizada para inocular uma
terceira massa, e assim sucessivamente, vai haver uma evolucdo gradual das leveduras e
bactérias presentes (Wood, 2003). Este processo de inoculagdo de uma nova mistura de
farinha e agua com uma porgéo da mistura anterior € vulgarmente denominado na literatura
por backslopping (Wood, 2003). Em panificagao artesanal e entre padeiros amadores, o
processo de backslopping € chamado de alimentagdo da massa-mae. Apds fermentagao, as
massas-mae sao tipicamente compostas por leveduras e bactérias produtoras de acidos.
Canonicamente, pensava-se que uma ou mais espécies de bactérias Lactobacillus produziam
os acidos e as leveduras produziam CO: (Reese et al.,, 2020). Contudo, trabalhos de
investigagdo mais recente identificaram uma variabilidade microbiolégica muito superior ao
expectavel, com massas-mae dependentes de bactérias e leveduras que nao Lactobacillus e
Saccharomyces (Ercolini et al., 2013; Minervini et al., 2012; Pulvirenti et al., 2004; Vrancken
et al., 2010).

Os hidratos de carbono fermentaveis provenientes da farinha de trigo sdo a maltose,
seguida pela sacarose, glucose e frutose e alguns trissacarideos, como a maltotriose e a

rafinose. A quantidade de glucose aumenta durante a fermentacdo, enquanto que a

5



quantidade de sacarose diminui, na presenca de leveduras, devido a acdo da enzima
invertase. Enquanto existir glucose, as leveduras presentes em massas-mae nao fermentam
maltose. Contudo, as células de leveduras podem continuar a desenvolver-se devido a
glucose libertada por algumas bactérias laticas, nomeadamente Fructilactobacillus
sanfranciscensis (Lactobacillus sanfranciscensis). A partir da glucose, as bactérias laticas
produzem maioritariamente acido latico, através da fermentacdo homolatica, enquanto que
bactérias laticas heterofermentativas produzem também, além de acido latico, didxido de
carbono, acido acético e/ou etanol (Chavan & Chavan, 2011a).

As massas-mae (sourdoughs) sao classificadas em quatro tipos diferentes (Calvert et
al., 2021):

- Tipo | — A massa-méae é recomegada a partir de uma fermentagéo anterior (massas-
mae tradicionais);

- Tipo Il — Tipo de massa-mae industrial que usa estirpes muito especificas para iniciar
a fermentacdo. Pode ser liquida para ser facilmente utilizada em panificagao industrial;

- Tipo Il — Uma massa-mae que pode ser seca. Utilizada em produgédo de grande
escala para manter a consisténcia no resultado do produto final;

- Tipo IV — Massas-mae que sao inoculadas como as de tipo Il, mas que sdo mantidas
pelo processo de massas-mae tipo |. Podem também ser versdes de massas-mae dos tipos |
e |l com adigbes extra, tais como fruta ou mel.

Quando se comega a preparar uma massa-mae, 0s primeiros microrganismos que tém
a oportunidade de a colonizar sdo os da farinha. A farinha tem o potencial de conter os
microrganismos existentes no interior dos graos de cereais, 0s que colonizam o exterior dos
mesmos ou ainda os que se acumulam durante o processamento e armazenamento (Celano
et al., 2016). O tipo de agricultura a que os cereais foram sujeitos também parece afetar o
microbioma destes (Pontonio et al., 2016, 2021), as fezes dos insetos com que entraram em
contacto (Boiocchi et al., 2017), bem como o processo de moagem e a temperatura atingida
durante esta (Lau et al., 2021). Teoricamente, os organismos presentes na agua também
poderiam ser colonizadores, mas nenhum dos microrganismos presentes nos sistemas de
agua potavel parece ter um papel significante em massas-mae (Pinto et al., 2014). A grande
maioria dos géneros de bactérias presentes em massas-mée sado rotineiramente encontrados
no ar e em particulas de po, embora a presencga de leveduras em amostras de pd seja um
evento raro (Barberan et al., 2015). Finalmente, existe ainda uma relagcdo proxima entre o
microbioma da pessoa que inicia o processo de produzir a massa-mae e o0 microbioma da
massa-mae em si, sendo que as bactérias presentes sdo muitas vezes espécies associadas
a Humanos ou muito proximas das mesmas (Calvert et al., 2021; Reese et al., 2020).
Contrariamente ao que se pensava (como por exemplo, no pao de Sao Francisco), nao existe

uma regionalidade no microbioma das massas-mae (Landis et al., 2021). A diversidade e
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estabilidade dos consorcios microbianos presentes em massas-mae sao ainda influenciadas
pelas interagbes entre microrganismos e por varios parametros de fermentagao, tais como
temperatura, dimensao do inéculo, rendimento da massa (Dough yield, DY) e tempo de
fermentacao (Boreczek et al., 2020).

Um dos parametros importantes de fermentacao € o rendimento da massa (DY). A
fermentacédo pode dar-se numa massa-mae de consisténcia firme ou com uma consisténcia
de suspenséao de farinha em agua. O DY representa a proporgao entre farinha e agua numa

massa-mae e define-se da seguinte forma:

_ (quantidade de farinha + quantidade de H,0) X 100

DY
Quantidade de Farinha

O DY de uma massa-mae vai influenciar significativamente o seu flavour. Quanto mais
firme (valor de DY vais baixo), mais acido acético sera produzido e menos acido latico. A taxa
de acidificagdo é também influenciada pelo DY. Assim, quanto maior o DY, mais rapida sera
a acidificagdo, muito provavelmente devido a uma melhor difusdo dos acidos organicos
(Chavan & Chavan, 2011a).

A temperatura é talvez o fator que mais influencia a fermentagao de uma massa-mae.
Se nao for controlada e consistente, é possivel a perda de microflora quando se processam
as multiplas inoculagbes em misturas de farinha e agua, que mantém o sistema. Embora seja
dependente da estirpe, a temperatura 6tima de crescimento para Lactobacilli é entre os 30° e
40°C, enquanto que para leveduras ¢é entre os 25 e 27°C. No geral, a uma temperatura mais
elevada, uma percentagem de agua superior e farinha integral, consegue incrementar-se a
producao de acidos nas massas-maes a base de trigo (Chavan & Chavan, 2011a).

Varios outros artigos revelam que as comunidades microbianas de massas-mae
iniciadas espontaneamente atingem a estabilidade ao ser efetuados ciclos de backslopping.
A estabilizagdo parece ocorrer numa evolugdo em trés fases consecutivas, que se
caracterizam por (Calvert et al., 2021; L. De Vuyst et al., 2014; Van Der Meulen et al., 2007;
Weckx et al., 2010):

- Fase 1 - Predominancia dos microrganismos naturalmente presentes na farinha;

- Fase 2 - Aumento da presenca e atividade de espécies nhormalmente associadas com
massas-mae;

- Fase 3 - Dominancia por espécies associadas e bem adaptadas a massa-mae,
principalmente espécies heterofermentativas.

Tem sido isolada uma grande variedade de espécies de Lactobacillus
homofermentativas e heterofermentativas de massas-méae. Espécies de Weissella (Weissella

cibaria, Weissella confusa), Pediococci (Pediococcus acidilactis) e Leuconostocs



(Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc citreum) parecem ser menos predominantes,
enquanto Lactococci, Enterococci e Streptococci sdo menos dominantes (De Vuyst et al.,
2014).

Uma meta-analise de 2017 (De Vuyst et al., 2017), que analisou 583 massas-mae cuja
evolucao foi efetuada por backslopping, revelou que os grupos prevalentes de bactérias acido
laticas pertenciam ao grupo Fructilactobacillus (representado unicamente por
Fructilactobacillus sanfranciscensis (Lactobacillus sanfranciscensis)), presente em 47% das
massas-mae, e ao grupo de Lactiplantibacillus plantarum (Lactobacillus plantarum), presente
em 44% das amostras. Em 22% das amostras estava presente o grupo Levilactobacillus
brevis (Lactobacillus brevis), em 19% o grupo Limosilactobacillus reuteri (Lactobacillus reuteri)
e em 18% o grupo Companilactobacillus alimentarius (Lactobacillus alimentarius). Os géneros
Leuconostoc, Pediococcus e Weissella foram identificadas em 18%, 15% e 15%,
respetivamente, das massas-mae examinadas. Segundo este estudo, outras espécies de
bactérias acido laticas, como Lacticaseibacillus casei (Lactobacillus casei), Lactobacillus
delbueckii, Furfurilactobacillus rossiae (Lactobacillus rossiae), Lactilactobacillus sakei
(Lactobacillus sakei) e outros Lactobacilli e Enterococci/lactococci/Streptococci, estavam
presentes em 10% ou menos das amostras.

No estudo efetuado por Landis et al. (2021), onde foram identificados consércios
microbianos em 500 massas-mae de todo o Mundo, ha uma chamada de atencéo para as
bactérias acéticas, que parecem ter sido pouco estudadas em massas-mae. Neste grupo de
massas-mae, existia cerca de 1% de bactérias acéticas em 147 das amostras, incluindo os

géneros Acetobacter, Gluconobacter e Komogataeibacter.

2.2.2 Beneficios da utilizagao de massas-mae na panificagao

A utilizacdo de massa-mae na panificagdo traz inimeros beneficios, quer para as
caracteristicas do pao em si, quer para a saude de quem o consome:

- Afermentagéo de gérmen e de farelo do trigo com massa-mae antes da sua utilizagao
em panificagdo, parece funcionar como pré-tratamento, estabilizar e aumentar o seu valor
nutricional e funcional. Assim, quando estes sao depois utilizados em pao, melhoram o seu
sabor, textura, retencdo de dioxido de carbono (CO:), volume e firmeza no decorrer do
processo de envelhecimento (Lopez et al., 2001). Isto traduz-se num grande potencial para
um aumento de minerais (por degradacao de fatores antinutritivos, como o acido fitico),
vitaminas (Kariluoto et al., 2004; Katina et al., 2007) e compostos fitoquimicos (Liukkonen et
al., 2003; Rizzello et al., 2012) e de fibras na dieta dos paises ocidentais (Arora et al., 2021;
Katina et al., 2006);



- Durante a fermentacao natural de cereais por bactérias laticas, da-se a sintese de
exopolissacarideos microbianos (frutanos e glucanos) que tém o potencial de atuar como
prebidticos ao nivel do intestino Humano (Korakli et al., 2002) e, assim, melhorar os
movimentos intestinais, prevenir o excesso de crescimento de microrganismos patogénicos
por estimulagdo de microrganismos de agao probidtica residentes no intestino e aumentar a
sintese de acidos gordos de cadeia curta (Gobbetti et al., 2014);

- Durante a fermentacdo natural de cereais, da-se protedlise primaria, onde ha a
libertacao de oligopéptidos pela agdo de endoproteases dos cereais, e protedlise secundaria,
realizada maioritariamente por bactérias laticas, e na qual se libertam péptidos de menores
dimensbes e aminoacidos livres (Graga et al., 2021). A fermentagdo natural de pdo com a
utilizacdo de bactérias laticas torna-se interessante, na medida em que se geram multiplos
aminodacidos livres e péptidos bioativos com propriedades antioxidantes, modulatérias de
respostas inflamatdrias (Gobbetti et al., 2014) e antimicrobianas (Graga et al., 2021). A sintese
de aminoacidos livres de flavour e aminoacidos derivativos mascaram também a falta de sabor
em paes para doentes hipertensos, devido a redugdes de sal (Gobbetti et al., 2019a);

- A fermentacao por acdo de massa-mae, especialmente na presenca de valores de
pH baixos (3,5-4,0) e de fibra, é considerada uma forma eficiente de redugdo do indice
glicémico de cereais. Isso sera devido a varios fatores em simultdneo, como o aumento de
retrogradacdo do amido e produgcdo de amidos resistentes (reduzem a velocidade de
digestao), producao de acido latico (reduz a velocidade de digestdo dos amidos), producao
de acidos acético e propidnico (prolongam o tempo de esvaziamento do estébmago) e uma
maior densidade do pao resultante (por si s6 € um fator de reducédo de indice glicémico)
(Gobbetti et al., 2014);

- A hidrélise proteica que ocorre durante a fermentacao natural de pao parece reduzir
as suas propriedades alergénicas, causando o desaparecimento de algumas proteinas de
ligacdo IgE (Gobbetti et al., 2014). Apesar de n&o ser consensual se sdo as proteinas (como
as fragbes do gluten, gliadina e glutenina, ou os inibidores de amilase-tripsina) ou
oligossacarideos, dissacarideos, monossacarideos e polidis fermentaveis (do inglés
FODMAP, Fermentable oligo-, di-, and monosaccharides and polyols) que contém que
causam intolerancia e sensibilidade a ingestdo de trigo, a sua fermentagdo longa tem o
potencial para reduzir ambos. Como demonstrado por Gobbetti et al. (2014), a fermentagao
natural de cereais (como trigo, centeio, cevada), em determinadas condi¢des, reduz quase
por completo o seu teor em gluten. Como a fermentagéo, além de enzimas proteoliticas,
também ativa frutosidades, ha uma reducao de proteinas e frutanos no resultado final. Em
condi¢cbes muito especificas, o conteudo de FODMAP num pao de fermentacao natural pode

ser reduzido até perto de 90% (Laatikainen et al., 2017).



2.2.3 Processo artesanal de panificagao com utilizagao de massas-mae

O processo de panificacdo com massa-mae e, consequentemente, por fermentacao
natural € um processo longo e que requer bastante conhecimento (Decock & Cappelle, 2005).
Enquanto que no processo de panificagdo com fermento de padeiro, os ingredientes podem
ser misturados todos juntos no inicio, amassados, colocados na forma ou moldados na forma
livre desejada, fermentados rapidamente por cerca de 1h (Decock & Cappelle, 2005) e
imediatamente cozidos no forno, 0 mesmo ndo se passa com o processo de fermentagao
natural (Venturi et al., 2016). Neste ultimo, ha que misturar os ingredientes nos momentos-
chave, elaborar uma mistura ou amassadura lenta e suave (que pode durar até 1h ou mais
com intervalos de pausa), ter em atengao a necessidade de relaxamento da massa (Decock
& Cappelle, 2005) e, claro, a temperatura.

A farinha €, juntamente com a agua, o ingrediente mais importante em panificagdo
porque € responsavel pela modulacdo das caracteristicas do produto final. Esta contém
proteina, amido e outros hidratos de carbono, cinzas, fibras, lipidos, agua e pequenas
quantidades de vitaminas, minerais e enzimas. A farinha de trigo € a mais utilizada (Chavan
& Chavan, 2011b). A fracdo de proteina na farinha de trigo é basicamente constituida por
gliadina e glutenina. Quando s&o hidratadas com agua, a sua mistura forma o gluten (Chavan
& Chavan, 2011b). Quando hidratado e adequadamente amassado, o gluten na farinha de
trigo forma uma rede tridimensional proteica coesa e elastica, que lhe confere as suas
caracteristicas de matriz viscoelastica (El Khoury et al., 2018). As gliadinas contribuem para
uma maior viscosidade e extensibilidade da massa, enquanto que as gluteninas hidratadas
s&o coesas e contribuem para a forga e elasticidade (McGee, 2004).

A agua é um ingrediente-chave para a formagéo de uma massa e é responsavel pela
sua fluidez. Intervém na dissolugéo do sal e na dispersédo dos agentes fermentadores. A agua
€ necessaria para a hidrélise do amido e sacarose, para a gelatinizagdo do amido, para a
expansao da massa no forno, por vaporizagéo (Chavan & Chavan, 2011a) e, mais tarde, no
processo de retrogradacao do amido. Na comunidade de panificacao artesanal, o teor de agua
adicionado, quer a massa-mae, quer a massa de pao é denominado de hidratacao (Calvert et
al.,, 2021; Kimbell, 2017). Uma massa com cerca de 50% de agua (em percentagem de
padaria, ou seja, em relacdo a 100g de farinha) resulta num pao leve com uma textura de
miolo fina (Mondal & Datta, 2008). A maioria das formulagdes de pao artesanal contém entre
60% a 75% de agua (Mondal & Datta, 2008). Em pées levedados com fermento de padeiro,
percentagens mais elevadas de agua resultam em mais CO; e uma textura de miolo menos
homogénea.

O sal (cloreto de sdédio) fortalece a rede de gluten, aquando da sua dissolugao em

agua. As suas proteinas constituintes possuem carga positiva e repelem-se entre si,
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alongando-se. Quando o cloreto de sddio se dissolve, os seus ides cloreto, de carga negativa,
ligam-se as cargas positivas das proteinas e funcionam como um escudo entre elas e
encurtando-as (McCann & Day, 2013). O sal controla também a agdo dos agentes
microbiolégicos de fermentacao e, consequentemente, controla o volume do pao (Chavan &
Chavan, 2011a).

Existem milhares de estilos de p&o artesanais por todo o mundo elaborados com
fermentacdo natural, desde paes achatados a paes ao vapor, passando pela tradicional boule
francesa. Todos os diferentes estilos de pdo tém técnicas que evoluiram tradicional e
geograficamente e com variagdes entre si. Contudo, ha um processo e etapas marcantes e
que merecem um olhar atento:

o Autdlise - A autolise é uma técnica que foi introduzida pelo Professor Raymond
Calvel no seu livro “Le gout du pain” (Calvel, 2001). Calvel era investigador na area de quimica
e revolucionou a panificagao francesa, apos a 22 guerra mundial. Os seus ensaios revelaram
que misturando a farinha e a agua de uma receita e deixando esta mistura descansar,
intocada, nao so reduzia o tempo de mistura e de amassadura, como também originava um
pao com melhor textura e sabor. Hoje sabe-se que, durante a autdlise, a farinha absorve agua
€ as suas proteinas hidratam, favorecendo a formacao de gluten. Ao mesmo tempo, a agua
favorece a agdo de enzimas amilases, que comegam a trabalhar na quebra de agucares
complexos em simples, que depois serao utilizados por bactérias e leveduras. A sua duragao
pode variar entre 20 min e 24h;

o Amassadura - Embora seja sempre desejavel uma misturagdo com alguma
energia e atencdo, amassar ndo € necessario no processo de elaboragdo de pao de
fermentagao natural, uma vez que, sendo bastante lento, o desenvolvimento de gluten é feito
por si s8, ao longo do tempo. Porém, dependendo do tipo de farinhas utilizadas, uma pequena
amassadura (a mao ou a maquina), apos a adigéo do sal, pode ajudar a organizar as redes
proteicas de forma mais rapida e eficiente (Cauvain, 2020). Nos pades com percentagens
elevadas de farinha integral ha que ter em atencao o efeito do farelo nas redes proteicas e
ndo amassar demasiado (Kimbell, 2017). Num ambiente de padaria, € basicamente
impossivel sequer misturar os ingredientes, em grandes quantidades, sem a ajuda de
maquinas. O processo de amassadura a maquina ajuda também a elevar a temperatura da
massa e as quantidades maiores a manté-la constante durante a fermentacgao (Kimbell, 2017);

. Primeira Fermentagao - Durante este periodo, a massa é deixada a fermentar,
de preferéncia a uma temperatura constante, que permita a esta manter-se entre os 23-28°C,
dependendo do tipo de massa com que se esta a trabalhar (Kimbell, 2017);

o Dobras na massa - E durante a 12 fermentacdo que se fazem dobras na

massa. Geralmente consistem em puxar uma parte da massa e dobra-la sobre si, rodar o
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recipiente 45° e repetir 3x. As dobras conferem estrutura, redes proteicas organizadas,
dispersao de gas e tensao (Kimbell, 2017);

o Pré-modelagem - Confere uma pré-forma a@ massa, com tensdo e estrutura. E
geralmente uma técnica rapida, elaborada com as maos ou uma espatula e que, apos o corte
da massa nas porg¢des do peso desejado, modela esta na forma de uma bola tensa. A massa
€ depois deixada a descansar (bench rest) (Kimbell, 2017), para que a rede de gluten relaxe
e a modelagem final seja possivel e com sucesso (Cauvain, 2020). As proteinas do gluten
estdo, neste ponto, alinhadas e organizadas, com muitas ligagbes entre si. Como estas
ligagbes séao fracas (McGee, 2004), a modelagem quebra algumas delas e, ao longo do tempo,
a estrutura relaxa e espalha, permitindo depois o0 seu manuseamento para a forma final;

o Modelagem - Apds o periodo de descanso (duragéo de bench rest varia e pode
ir de 10min a 1h), a massa estara pronta para ser modelada na sua forma final e colocada
num cesto de fermentagao (Cauvain, 2020). O objetivo é conferir estrutura e tensao extra a
massa, para que aguente a segunda fermentagcao e a formacao de mais gas, e nos permita
cozé-la mantendo a forma;

o Segunda Fermentagao - A segunda fermentacdo pode ser feita a frio ou a
temperatura ambiente. Depois da massa estar com a forma desejada, bem estruturada,
desenvolvida e com uma rede de proteinas forte, o processo de fermentacao continua. O gas
acumulado nesta fase, como quando se enche um baldo, aumenta a tensdo na massa e ajuda
a que a forma se mantenha (Cauvain, 2020; Kimbell, 2017);

o O corte - E um passo ndo essencial em que, no calor himido do forno, os
gases do interior da massa expandem (particularmente se a segunda fermentagéo for feita no
frio). O corte na superficie da massa da a esta a oportunidade de expandir livremente,
permitindo também a saida de vapor de forma controlada e com o potencial de ser
esteticamente agradavel (Kimbell, 2017);

o A cozedura - A cozedura de pao de fermentagao natural (um pouco como a
de pao normal) deve ser feita com um forno a temperatura bastante elevada (iniciada a 250-
260°C e terminada a 200-220°C) e num ambiente bastante humido (Chavan & Chavan,
2011a). Vapor de agua é essencial, uma vez que impede a formacado da cbdea do pao,
permitindo a massa expandir livremente e atingir o maximo de expansdo. O processo de
cozedura é também uma das formas de manipular a espessura e crocancia da codea do pao
(Kimbell, 2017). E durante o cozimento do p&o que se d&o as reacdes de caramelizagdo de
acgucares e reacgdes de Maillard (entre agucares e aminoacidos), que lhe conferem a cor e o
flavour que o caracterizam (Siepmann et al., 2017);

e O Arrefecimento - O arrefecimento € uma parte muito importante no processo de

panificagdo. Durante o arrefecimento, diferengas de temperaturas internas tendem a
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equilibrar-se e a humidade difunde-se para o exterior. Da-se também a retrogradacéo do

amido, enquanto a temperatura baixa, conferindo a firmeza tao desejada ao miolo (Cauvain,

2020; Kimbell, 2017).

Na Tabela 1 encontram-se resumidos os processos que ocorrem no pao durante a sua

cozedura.

Tabela 1 - Resumo dos processos que ocorrem durante a cozedura de pdo. Adaptado de (Guerreiro & Mata, 2010).

Temperatura da Massa (°C)

30-35

50-60

60-80

100

130-200

Fenémenos que ocorrem na massa durante a cozedura
Aumento da atividade de leveduras com producdo de gas e
expansdo do gas pelo calor. A massa aumenta ainda mais de
volume.

Fim da atividade de leveduras e bactérias.

Coagulacdo das proteinas; gelatinizacdo do amido; Fim da
expansdo em volume.

Evaporacdo da agua, libertacdo de vapor de agua e inicio de
formacdo da codea.

Escurecimento - reacdes de caramelizacdo de acglcares e reacoes

de Maillard entre agucares e aminodcidos. Flavour.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Obtencgao do trigo Preto-Amarelo

O trigo escolhido, da variedade portuguesa Preto-amarelo, foi obtido em grdo e
gentilmente cedido pelo agricultor e moleiro Miguel Nobre Vilar, da sua colheita de 2020, da
Serra de Montejunto.

O cereal utilizado para a preparacéo e estabelecimento da massa-méae foi armazenado
a 4°C, enquanto que o cereal para a sua alimentacéao, apds estabilizacao, foi conservado a -
18°C.

3.2 Producgao da farinha para a massa-mae

A farinha de trigo para a massa-mae foi produzida num moinho de pedra de uso
doméstico Mockmill 100 (Wolfgang Mock GmbH, Alemanha), na op¢gao de moagem mais fina,
e sem que a temperatura da farinha resultante ultrapassasse os 35°C. Apdés moagem, a
farinha foi peneirada com uma peneira de 1,5 mm da marca KoMo para garantir que todas as

particulas tém dimensbes iguais ou inferiores a este valor.

3.3 Preparacao da massa-mae

A massa-mae foi preparada com uma mistura de farinha e agua da torneira ao longo
do tempo, a uma temperatura constante de 26° + 1°C, com a utilizagdo de uma estufa Brad
and Taylor (EUA). A produgédo da massa-mée considerou-se completa quando o seu pH se
manteve constante por 3 dias, quando medido nas mesmas condi¢cdes. A hidratacdo da
massa-méae foi de 80% (com 100% sendo o peso da farinha) e, aquando estabelecida, foi
alimentada a cada 12h (Tabela 2). O processo de alimentagao consistiu em retirar 10 g de
massa-méae e, noutro recipiente, mistura-la vigorosamente com 40 g de agua e 50 g de farinha.
A restante massa-mae ndo utilizada é considerada descarte.

Tendo em consideragdo que um valor de Dough Yield é de cerca de 160 para uma
massa firme e a partir de 200 se considera uma massa liquida (Decock & Cappelle, 2005),

optou-se por um valor intermédio de 180 para este estudo. Esta valor foi calculado utilizando
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o0 método apresentado na Introdugéo do presente trabalho e os valores de massa de farinha

€ agua apresentados acima.

A Tabela 2 ilustra as etapas de preparacao da massa-méae até a sua maturacgao.

Tabela 2 - Preparagao da massa-mée até a sua maturagao.

Dia e horario

Dia 0
19h

Dia 1
19h

Dia 2
19h

Dia 3

19h

Dias 4,5,6e 7
19h

Dia 8,9,10 e 11
7h

19h

Observagoes

Misturou-se 50 g de farinha de trigo Preto-amarelo com 40 g de agua
e misturou-se vigorosamente.
Adicao de 20 g de agua e 25 g de farinha.

Primeira alimentagcdo com pesagem de 10 g de massa-mae, que se
colocou noutro recipiente limpo. Misturou-se de seguida

vigorosamente com 40 g de agua e 50 g de farinha.

Alimentou-se de novo.

Alimentou-se como nos dias anteriores.

Alimentou-se duas vezes, com 12h de intervalo.

3.4 Medicdes de pH

O pH das massas-mae, das massas de pao apds fermentacdo e no decorrer das
titulagdes foi medido utilizando um elétrodo de pH (PHM92 LAB pH meter, RADIOMETER

COPENHAGEN).
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3.5 Caracterizagao microbiolégica do trigo e massa-mae

3.5.1 Preparacgao da solucgao de farinha e da massa-mae

Para se poderem realizar as analises microbioldgicas, misturou-se 1 g de farinha de
trigo Preto-amarelo, ou da respetiva massa-méae, com 9 ml de agua desmineralizada estéril
num tubo falcon de 50 ml. Efetuou-se agitacdo vigorosa manual e no vortex até
homogeneizacdo da mistura e incubou-se a temperatura ambiente (23°C) durante 1h. De
seguida, realizaram-se diluigdes decimais sucessivas até 10". Todo este processo foi feito em
duplicado.

No total, o trigo teve trés momentos de colheita de amostras para analise
microbioldgica: farinha seca, massa-mae aquando do pico de atividade inicial no Dia 2 e

massa-mae apoés estabilizacao dos valores de pH.

3.5.2 Meios de Cultura

No presente trabalho foram utilizadas placas com os seguintes meios de cultura:

- YPD (5g/L de extrato de levedura [Liofilchem Diagnostici], 20g/L de glucose, 10g/L
de peptona [Biokar diagnostics, Francga], 20g/L de agar);

- YPD + CHL (5g/L de extrato de levedura [Liofilchem Diagnostici], 20g/L de glucose,
10g/L de peptona [Biokar diagnostics, Franga], 20g/L de agar, 2ml/L de cloranfenicol);

- YPD + CHL + CH (5g/L de extrato de levedura [Liofilchem Diagnostici], 20g/L de
glucose, 10g/L de peptona [Biokar diagnostics, Francga], 20g/L de agar, 2ml/L de cloranfenicol,
1g/L de cicloheximida);

- MRS + CH (55.3¢g/L de MRS broth [Biokar diagnostics, Franga], 15g/L de agar, 1g/L
de cicloheximida);

- GYC + Nat (50g/L de glucose, 10g/L de extrato de levedura [Liofilchem Diagnostici],
3g/L de carbonato de calcio [Scharlau, Espanha], natamicina [Delvocid, DSM Food

Specialties, Holanda] 0.1mg/mL, pH 4.5).

O objetivo da utilizagdo de um alargado numero de meios de cultura, prende-se com
o facto de cada um ser bastante especifico para os microrganismos que inibe, efetuando-se
assim a selecdo do que se desenvolve. Assim:

e Meio YPD — Meio muito rico, ideal para crescimento de leveduras e bactérias;
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e Meio YPD com adicao de cloranfenicol (YPD + CHL) — Meio muito rico, com a
adicao de cloranfenicol, que € um antibiético utilizado para inibir o crescimento
de bactérias (Howell et al., 2017);

e Meio YPD com adicéo de cloranfenicol e cicloheximida (YPD + CHL + CH) —
Meio muito rico, com a adi¢gao de cloranfenicol (Zott et al., 2008), que € um
antibiotico utilizado para inibir o crescimento de bactérias e cicloheximida, que
€ um antifungico que inibe leveduras Saccharomyces (Zott et al., 2008);

e Meio MRS com adigao de cicloheximida (MRS + CH) — Meio muito rico, muito
utilizado para crescimento de bactérias laticas, com adi¢ao de cicloheximida,
que é um antifungico que inibe leveduras Saccharomyces;

e Meio GYC com adigao de Natamicina (GYC + Nat) — Meio muito rico utilizado
para crescimento de bactérias acéticas (Raspor & Goranovi¢, 2008), com

adicao de natamicina, que € um antifungico (Pedersen, 1992).

Apos realizadas as diluicbes necessarias, inocularam-se 100uL de cada amostra por
placa (em duplicado), por espalhamento de vareta em L. As placas inoculadas foram

incubadas a temperatura ambiente (23°C) até crescimento visivel das colonias.

3.5.3 Isolamento de Microrganismos

Quando se verificou o crescimento de coldnias, fez-se uma primeira observacgao,
descrigdo macromorfologica e, quando possivel, a sua contagem. Selecionaram-se as mais
distintas e representativas e realizou-se o seu isolamento, por riscado em placa de YPD, de
cada coldnia isolada representativa e incubou-se a temperatura ambiente (23°C) (Willey et al.,
2020).

3.5.4 Técnicas de caracterizagao de microrganismos
Devido a natureza desconhecida dos microrganismos em cultura, tornou-se

necessaria a realizagéo de alguns testes que servissem de guia ao tipo de amplificagéo por
PCR a ser realizada (Willey et al., 2020).
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3.5.4.1 Observagao macroscopica das colénias

As colbénias observadas nos varios meios de cultura foram primeiramente
caracterizadas macromorfologicamente atendendo a critérios como: cor da colonia e do verso,

tamanho, margem, perfil e textura (Willey et al., 2020).

3.5.4.2 Observacao microscopica

Todas as colonias selecionadas e isoladas foram observadas ao microscépio 6tico,
nas ampliacbes de 400x e 1000x. Para o efeito foram efetuadas montagens entre lamina e
lamela das amostras em 4&gua. As caracteristicas morfolégicas das células dos
microrganismos observados proporcionaram informacado adicional no que toca a sua
identificagao (Willey et al., 2020).

3.5.4.3 Caracterizagao microbioldgica por meio de testes bioquimicos

Todas as coldnias selecionadas e isoladas foram submetidas ao teste rapido de
hidroxido de potassio (KOH) e ao teste de produgéo da enzima catalase.

O teste KOH consistiu na colocagao de uma gota de KOH 3% (p/v) numa lamina limpa
e, com a ajuda de uma ansa, ressuspendeu-se uma coldnia nesta. Seguidamente elevou-se
a ansa e observou-se a formacao ou nao de um fio (Willey et al., 2020).

O teste de produgao da enzima catalase consistiu em colocar uma porgao de coldnia
numa lamina limpa e adicionar umas gotas de peréxido de hidrogénio 3% (Wells, Portugal).

Observou-se de imediato a presenca ou auséncia de efervescéncia (Willey et al., 2020).
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3.6 Técnicas Moleculares de Identificagao de Microrganismos

3.6.1 Extracao de ADN

3.6.1.1 Bactérias Laticas

Para esta extracdo de ADN, utilizou-se o método de fervura, adaptado de Abdulla
(2014). Com um palito estéril, transferiu-se 1 coldénia das culturas puras cultivadas em meio
de YPD para tubos eppendorfs contendo 50uL de agua milli-Q esterilizada. Agitou-se no
vortex e aqueceu-se a 100°C durante 20 minutos. De seguida, arrefeceu-se em gelo e
centrifugou-se (SIGMA 1-14, SIGMA, Alemanha) a 16000 x g durante 5 minutos. Recolheu-se

a quantidade necessaria de sobrenadante.

3.6.1.2 Bactérias Acéticas

Para a extracao de ADN das bactérias que se consideraram como acéticas, utilizou-
se novamente o0 método de fervura das amostras, mas adaptado de Millar et al. (2000). Com
um palito estéril, transferiu-se 1 colénia das culturas puras cultivadas em meio de YPD para
tubos eppendorfs contendo 50uL de uma solugédo tampao TE (10mM Tris-HCI pH 8.0 com
1mM de EDTA). Agitou-se no vortex e aqueceu-se a 100°C durante 15 minutos. De seguida,
arrefeceu-se em gelo e centrifugou-se (SIGMA 1-14, SIGMA, Alemanha) a 16000 x g durante

15 minutos. Recolheu-se a quantidade necessaria de sobrenadante.

3.6.1.3 Leveduras

Para a extragdo de ADN das leveduras, seguiu-se um protocolo adaptado do método
descrito por Akada et al. (2000). Com um palito estéril, transferiu-se 1 colénia das culturas
puras cultivadas em meio de YPD para tubos eppendorfs contendo 30uL de uma solugéo de
SDS (1% p/v). Agitou-se no vortex para favorecer a homogeneizacéo e aqueceu-se a 100°C
por 15 minutos. De seguida, arrefeceu-se em gelo e centrifugou-se (SIGMA 1-14, SIGMA,
Alemanha) a 16000 x g durante 15 minutos. Recolheu-se a quantidade necessaria de

sobrenadante.
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3.6.2 Amplificagao do ADN por PCR

3.6.2.1 Bactérias Laticas
O ADN extraido foi amplificado por PCR, utilizando um protocolo adaptado de Santos

(2016) e os primers pA e pH, descritos por Edwards et al. (1989), baseados na regiao 16S do
ARN ribossomal (Tabela 3).

Tabela 3 - Sequéncias dos primers pA e pH utilizados no presente trabalho (Edwards et al., 1989).

Primer Sentido Sequéncia (5' - 3')
pPA Forward AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
pH Reverse AAGGAGGTGATCCAGCCG

A mistura reacional utilizada para a identificagdo molecular encontra-se apresentada
na Tabela 4:

Tabela 4 - Mistura reacional para a reagdo de amplificagao utilizada para bactérias laticas.

Reagente Volume (uL)
10x Reaction Buffer (Nzytech, Portugal) 5
Agua Nuclease Free 30 (ou 31, no controlo)
Triton-X 100 2% 10
dNTPS
Primer pA
Primer pH
NzyProof DNA Polymerase (Nzytech, Portugal)
ADN extraido em 3.5.1.1
Volume Total 50

_ A A A

Realizou-se a reagéo de amplificagdao num Termociclador (T100 Thermal Cycler, Bio-
Rad, EUA) utilizando numa primeira fase o programa descrito na Tabela 5, adaptado de
Camilo (2014).
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Tabela 5 - Programa de PCR utilizado para as bactérias laticas, adaptado de Camilo (2014).

Etapa Temperatura (°C) Tempo N° de ciclos
Desnaturacao inicial 94 5min 1
Desnaturagao 94 30s
Annealing 56 30s 34
Extenséo 72 1
Elongation 72 5 1
Arrefecimento 4

Ap6s a primeira reagao de PCR realizou-se uma nova reagao de amplificagéo
utilizando um programa com gradiente de temperaturas de annealing, descrito abaixo (Tabela
6):

Tabela 6 - Programa com gradiente de temperaturas de PCR utilizado para as bactérias laticas.

Etapa Temperatura (°C) Tempo N° de ciclos
Desnaturacao inicial 94 5min 1
Desnaturagao 94 30s
Annealing 56,4/58,3/60,8/62,0 30s 34
Extenséo 72 1
Elongation 72 5 1
Arrefecimento 4

O gradiente de temperaturas de annealing permitiu executar o procedimento de PCR,
ao mesmo tempo, com quatro temperaturas diferentes nesta fase e avaliar qual delas oferece
uma maior especificidade de ligagao dos primers e, assim, uma maior definigdo das bandas
no gel.

3.6.2.2 Bactérias Acéticas

O ADN extraido foi amplificado por PCR, utilizando um protocolo adaptado de Santos
(2016) e utilizando os primers Ac1 e Ac3, descritos por Poblet et al. (2000) (Tabela 7).
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Tabela 7 - Sequéncias dos primers Ac1 e Ac3 (Poblet et al., 2000).

Primer Sentido Sequéncia (5' - 3')
Ac1 Forward GCTGGCGGCATGCTTAACACAT
Ac3 Reverse AACCACATGCTCCACCGCTTG

A mistura reacional utilizada para a identificagdo molecular encontra-se apresentada

na Tabela 8:

Tabela 8 - Mistura reacional para a reagdo de amplificagéo utilizada para bactérias acéticas.

Reagente Volume (pL)
10x Reaction Buffer (Nzytech, Portugal) 5
Agua Nuclease Free 30 (ou 31, no controlo)
Triton-X 100 2% 10
dNTPS 1
Primer Ac1 1
Primer Ac3 1
NzyProof DNA Polymerase (Nzytech, Portugal) 1
ADN extraido em 3.5.1.2 1

Volume Total 50

A reagao de amplificagdo do ADN foi efetuada num Termociclador (T100 Thermal

Cycler, Bio-Rad, EUA), segundo o programa descrito na Tabela 9, adaptado de Camilo (2014):

Tabela 9 - Programa de PCR utilizado para as bactérias acéticas.

Etapa Temperatura (°C) Tempo (min) N° de ciclos
Desnaturacéo inicial 95 7 1
Desnaturagao 95 1
Annealing 64 2 39
Extenséo 72 2
Elongation 72 10 1
Arrefecimento 4
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3.6.2.3 Leveduras

O ADN extraido foi amplificado por PCR, utilizando os primers ITS1 e ITS4, descritos
por White et al. (1990) (Tabela 10).

Tabela 10 - Sequéncias dos primers ITS1 e ITS4 (White et al., 1990).

Primer Sentido Sequéncia (5' - 3")
ITS1 Reverse TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS4 Forward TCCTCCGCTTATTGATATGC

A mistura reacional utilizada para a identificagdo molecular encontra-se apresentada

na Tabela 11:

Tabela 11 - Mistura reacional utilizada na reagdo de PCR com os primers ITS1 e ITS4.

Reagente Volume (pL)
10x Reaction Buffer (Nzytech, Portugal) 5
Agua Nuclease Free 27 (ou 28, no controlo)
Triton-X 100 2% 10
dNTPS 1
Primer ITS1 1
Primer ITS4 1
NzyProof DNA Polymerase (Nzytech, Portugal) 1
ADN extraido em 3.5.1.3 4

Volume Total 50

A reacado de amplificagdo do ADN foi efetuada num Termociclador (T100 Thermal

Cycler, Bio-Rad, EUA), segundo o programa descrito na Tabela 12:

Tabela 12 - Programa de PCR utilizado para amplificacdo do ADN (regido ITS) de leveduras.

Etapa Temperatura (°C) Tempo (min) N° de ciclos
Desnaturacao inicial 95 10 1
Desnaturagao 95 1
Annealing 49 1 30
Extensao 72 1
Elongation 72 7 1
Arrefecimento 10
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Neste caso, foi necessaria uma segunda amplificagao do produto do primeiro PCR. A
mistura reacional utilizada para a amplificagdo do produto anterior encontra-se apresentada
na Tabela 13.

Tabela 13 - Mistura reacional para o PCR de reamplificagao do produto da reagdo de amplificagdo anterior.

Reagente Volume (pL)
10x Reaction Buffer (Nzytech, Portugal) 5
Agua Nuclease Free 30 (ou 31, no controlo)

Triton-X 100 2% 10

dNTPS 1

Primer ITS1 1

Primer ITS4 1

NzyProof DNA Polymerase (Nzytech, Portugal) 1
Produto do PCR anterior 1

Volume Total 50

Novamente, o PCR foi efetuado num Termociclador (T100 Thermal Cycler, Bio-Rad,

EUA), segundo o programa descrito na Tabela 14:

Tabela 14 - Programa de PCR utilizado para as leveduras.

Etapa Temperatura (°C) Tempo (min) N° de ciclos
Desnaturacéo inicial 95 10 1
Desnaturacgao 95 1
Annealing 49 1 30
Extensao 72 1
Elongation 72 7 1
Arrefecimento 10

3.6.3 Quantificagao do Produto de PCR

Depois de amplificado, o ADN foi quantificado através de electroforese em gel de 1%
(p/v) de agarose SeaKem® LE Agarose (Lonza, EUA), preparado com tampao TAE 1% (p/v),
ao qual foram adicionados 2 pL de GreenSafe Premium (NZYTech, Portugal) por cada 50 mL
da mistura. As amostras e controlo foram preparadas com 10 uL de produto PCR e 3 pL de

buffer de carga (NZYTech, Portugal). Utilizaram-se como marcadores de peso molecular o
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NZYDNA Ladder | (NZYTech, Portugal) e o A Hind lll. Este ultimo foi preparado num tubo onde
se misturou 5 pL de A Hind Ill, 5 yL de agua desmineralizada estéril e 3 puL de buffer de carga
(NZYTech, Portugal).

Correu-se o gel a 60V durante 50minutos.

Observou-se o resultado da eletroforese em gel de agarose num equipamento de raios
ultravioleta (CleaverClearView UV Transilluminator) (Anexo 2 - Figura 27, Figura 28 e Figura
29).

3.6.4 Sequenciacao de ADN e identificagao dos microrganismos

As amostras foram purificadas utilizando o sistema Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System (EUA) e seguindo as instrugdes do fabricante.

O ADN amplificado e purificado foi sequenciado pela empresa STABVida (Portugal),
utilizando o método de Sanger. As sequéncias obtidas foram analisadas com a ajuda do
programa BioEdit e depois analisadas através da plataforma BLAST® (NCBI, EUA). Utilizou-
se a ferramenta Blastn, com as definicbes Search Database — Nucleotide collection (nr/nt) —

Highly similar sequences (megablast).

3.7 Preparagao dos Paes

Todos os paes foram preparados com uma farinha comercial branca de trigo, tipo T65,
moida em mods de pedra, da marca Natur’ Avenir (Relais Vert SAS, Francga). A sua composigao
nutricional média (por 100 g) é de 0,7 g de gorduras, 69,0 g de glucidos, 12,0 g de proteinas
e 14,0 g de humidade.

Também foi utilizado fermento de padeiro comercial da marca Fermipan (Lallemand
Iberia, SA, Portugal) e sal marinho tradicional da marca Marnoto (Necton, Portugal).

As formulagdes (Tabela 15) foram desenvolvidas e serao apresentadas em fungao do
valor de massa de farinha T65 utilizada (Aplevicz et al., 2013), de forma a poderem melhor
reproduzir o processo de panificacdo artesanal. Foram utilizadas duas percentagens
diferentes de agua nas formulag¢des (para uma humidade base da farinha de 14%): 56.25%,
que foi determinada e otimizada recorrendo aos testes efetuados no Micro-doughLAB (Perten
Instruments, Australia) e 66.67%, que foi determinada de forma intuitiva e sensorialmente,
como reproducdo do que seria 0 processo artesanal. Embora as formulagbes tenham sido

ajustadas para o agente levedante utilizado, tentou-se que fossem o mais semelhantes
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possivel, de forma a serem seguidos sempre 0os mesmos passos e técnicas e havendo apenas
variagdes no tempo.

A temperatura da agua utilizada foi sempre ajustada, bem como a temperatura da
estufa, de modo a que a temperatura final das misturas estivesse sempre por volta de 26° +
1°C.

Todos os ingredientes das formulagbes foram pesados tendo em conta uma
quantidade de farinha de 300 g como base para cada pao.

De forma a poderem ser uniformizadas as condigcbes de amassadura, utilizou-se para

o efeito um processador de alimentos Bimby (Thermomix, Alemanha).

Tabela 15 - Formulagbes das diferentes massas e paes produzidos (valores expressos em percentagem
relativamente ao peso da farinha).

Formulacao
Ingredientes (%) SD1 SD2 F1 F2
Farinha de Trigo T65 100 100 100 100
Massa-mae 20 20 0 0
Fermento de Padeiro 0 0 1,1 1,1
Sal 2,2 22 2,2 22
Agua 66,67 56,25 66,67 56,25

Foram produzidos quatro paes a partir das formulagées SD1 (massa-mée e 66,67%
de hidratacao) e F1 (fermento de padeiro e 66,67% de hidratagéo) e dois pées partindo das
formulagdes SD2 (massa-mae e 56,25% de hidratacéo) e F2 (fermento de padeiro e 56,25%
de hidratagao).

As técnicas utilizadas abaixo foram produto de otimizagao prévia e adaptadas para
poderem ser uma representacado do método artesanal de panificagdo, mas que pudesse ser

reproduzido em laboratério.

3.7.1 Pao de fermentagao natural preparado com a massa-mae

Doze horas antes de ser necessario, preparou-se a massa-mae, com 20% de massa-
mae, 80% de agua e 100% de farinha de trigo Preto-amarelo e colocou-se na estufa.
Onze horas e trinta minutos depois misturou-se a farinha e a agua no processador por

1 minuto na fung¢ao Espiga e aguardou-se 30 minutos (autdlise sem massa-mae). De seguida
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adicionou-se a massa-méae e, mais uma vez, amassou-se 1 minuto na funcao Espiga e fez-se
uma pausa de 1 hora (autdlise com massa-mae). Adicionou-se entao o sal e amassou-se a
mistura durante 1 minuto na funcao Espiga, trés vezes, com pausas de 5 minutos entre estas.

A massa foi depois colocada noutro recipiente e colocada na estufa. De 30 em 30
minutos, nas primeiras 2 horas, foram feitas dobras na massa. Apds este periodo, a massa
fermentou mais 1 hora. Foi feita entdo uma pré-modelagem da massa, que repousou na
bancada durante 20 minutos antes de se efectuar a modelagem final e colocar numa forma
retangular de 20 x 11 x 7 cm e se colocar novamente na estufa para uma segunda
fermentagédo de 3 horas. Apos este passo, a forma foi protegida com uma touca plastica e
colocada no frigorifico a 7°C durante 1 hora. As massas foram cozinhadas cobertas com papel
de aluminio, num forno pré-aquecido a 230°C durante 30 minutos. Apds este tempo, as formas
foram destapadas, a temperatura reduzida para 200°C e os paes cozinhados por mais 15
minutos. Apds a cozedura, os paes arrefeceram a temperatura ambiente sobre uma grelha,

durante 12h. Anadlises e cortes foram efetuados somente apés arrefecimento completo.

3.7.2 Pao preparado com fermento de padeiro

Misturou-se a farinha e a agua no processador por 1 minuto na funcao Espiga e
aguardou-se 30 minutos (autdlise). De seguida adicionou-se o fermento de padeiro e o sal e
amassou-se a mistura durante 1 minuto na funcdo Espiga, trés vezes, com pausas de 5
minutos entre estas.

A massa foi depois colocada noutro recipiente, feita uma dobra e colocada na estufa
a fermentar durante 1 hora. Foi feita entdo uma pré-modelagem da massa, que repousou na
bancada durante 20 minutos antes de se efectuar a modelagem final e colocar numa forma
retangular de 20 x 11 x 7 cm e se colocar novamente na estufa para uma segunda
fermentagao de 45 minutos. Apos este passo, a forma foi protegida com uma touca plastica e
colocada no frigorifico a 7°C durante 1 hora. O processo de cozimento foi semelhante ao

realizado para o pao preparado com massa-mae.

3.8 Avaliagao reolégica do comportamento da farinha numa mistura

Para avaliar o comportamento reoldgico da farinha utilizada para as massas e péaes e
a sua capacidade de absor¢do de agua durante a amassadura, utilizou-se o equipamento

Micro-doughLAB 2800 (Perten Instruments, Australia). Com a ajuda das curvas de
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amassadura realizadas encontrou-se a absor¢ao de agua (WA) adequada para atingir um

valor maximo de torque de 130 mN.m £ 4%, valor referéncia para o trigo (AACC 54.70-01).

3.9 Caracterizagao das massas de pao elaboradas a partir da massa-

mae ou do fermento de padeiro

3.9.1 Comportamento viscoelastico linear das massas de pao

Para analise do comportamento viscoelastico linear das massas de pao, apos a
segunda fermentagéo, utilizou-se um redémetro de tensdo controlada (Mars Ill, Haake,
Alemanha) acoplado com um sistema de Peltier. O sensor utilizado foi um sistema de pratos
paralelos serrados PP20 (20 mm de diametro) com uma distancia entre pratos de 1,5 mm.

Para a realizacao dos testes, que foram sempre feitos em triplicado, foram colocadas
entre os pratos do reémetro pequenas por¢cdes de massa. Apoés jungéo do sistema de pratos,
a porgao de massa visivel foi coberta com parafina liquida, para prevenir a sua secagem
durante a duracdo dos testes. Para evitar o processo de fermentacao o mais possivel,
evitando a evolugdo da massa durante a analise, 0os ensaios foram realizados a uma
temperatura de 5 + 0,1°C e as massas foram mantidas no frigorifico entre testes.

Na figura abaixo pode observar-se a amostra colocada entre o sistema de pratos

paralelos do reémetro durante um dos testes efetuados (Figura 2).

Figura 2 - Amostra durante o processo de testes no reémetro (Mars lll, Haake, Alemanha), acoplado com sistema
de pratos paralelos serrados PP20 (20 mm de didmetro) com uma distancia entre pratos de 1,5 mm.

O primeiro ensaio realizado para cada amostra de massa do mesmo pao foi sempre

um teste de varrimento de tensbes a 1 Hz, para identificagdo da zona viscoelastica linear. De
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seguida, realizou-se sempre um teste de varrimento de tempo a frequéncia de 1 Hz e com o
valor de tensdo de 1 Pa, de modo a determinar o intervalo de tempo necessario para a
estabilizacdo da amostra, visivel através da estabilizagao dos valores de G’ e G” ao longo do
tempo. Este teste nao é destrutivo, ja que a tensao aplicada esta abaixo da tensao critica que
separa o comportamento viscoelastico linear do nao linear. Os testes de varrimento de
frequéncias foram efetuados apdés um tempo de estabilizagdo da amostra e da temperatura

de 1200 s, uma tensao de 2 Pa e valores de frequéncia entre 0,01 e 100 Hz.

3.9.2 Avaliagao da textura das massas

A caracterizacdo da textura das massas foi realizada utilizando um texturémetro
TA.XT.Plus (Stable Micro Systems, UK), com uma célula de carga de 5kg, no qual se
procederam a analises de perfil de textura (TPA — Texture Profile Analysis). Este tipo de
ensaio, também conhecido por teste das duas dentadas, consiste na penetragcao da amostra
duas vezes, o que simula as condigdes a que os alimentos estéo sujeitos durante o processo
de mastigacao (Bourne, 2002).

Todas as massas foram preparadas de forma a serem colocadas num recipiente
cilindrico apropriado para o teste (95 mm de didmetro e 85 mm de altura), apds a modelagem,
sendo neste onde decorre a segunda fermentagcdo e o subsequente arrefecimento no
frigorifico.

Neste ensaio, foi utilizada uma sonda acrilica cilindrica com 19 mm de didmetro (P/19),
uma distancia de penetragdo de 15 mm, uma velocidade de penetragdo de 1 mm.s' e com
um tempo de espera entre ciclos de 5 s. Foram realizadas pelo menos 3 repeticdes do teste

para cada massa, sempre em locais diferenciados da superficie da amostra.

3.10 Caracterizagao dos paes elaborados a partir da massa-mae ou

fermento de padeiro

3.10.1 Avaliacao da textura do pao

A caracterizagao da textura dos paes foi realizada recorrendo ao mesmo texturometro

e tipo de ensaio que foi utilizado para as massas.
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Todos os paes foram preparados de forma a serem fatiados cerca de doze horas apds
cozedura e ja com arrefecimento completo. Foram utilizadas 2 fatias com 2 cm de espessura
por teste, cada uma cortada como auxilio de uma faca de pao, tendo sido descartada a fatia
inicial de 2 cm em cada pao (topos do pao).

Neste ensaio, foi utilizada uma sonda acrilica cilindrica com 19 mm de didmetro (P/19),
com uma distancia de penetragdo de 8 mm, uma velocidade de penetragdo de 1 mm.s™" e com
um tempo de espera entre ciclos de 5 s. Foram realizadas pelo menos 2 repeticdes do teste
para cada fatia de pao, sempre em locais diferenciados da superficie destas.

A Figura 3 mostra o texturémetro no decorrer de um teste TPA a uma fatia de p&o.

Figura 3 — Texturémetro TA.XT.Plus (Stable Micro Systems, UK) no decorrer de um teste texture profile
analysis a uma fatia de p&o.

3.10.2 Medigao da atividade da agua

A determinacgdo das variagdes da atividade da agua foi efetuada com a utilizacado de
um equipamento HygroPalm-AW (Rotronic, Reino Unido) a uma temperatura de 20,0° + 0,5°C.
Apoés arrefecimento completo do pao, efectuaram-se seis medi¢cdes para cada amostra,

utilizando miolo de pao que foi esfarelado em migalhas de pequenas dimensoes.
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3.10.3 Determinagao do teor de Humidade do miolo de pao

A determinacao do teor de humidade foi efetuada recorrendo um equipamento ADAM
PMB 202 Moisture Analyzer, onde se pesam 5 g de amostra de miolo de pao, esfarelado em
migalhas de pequenas dimensdes, que € depois aquecido a 130°C. Foram realizadas seis

repeticoes do teste para cada amostra.

3.10.4 Determinacgao do Volume do pao

Apoés arrefecimento completo, a determinagdo do volume do pao foi realizada pelo
meétodo de deslocamento de sementes de colza, seguindo a norma AACC 10-05.01, como
utilizada por Graca et al., 2019.

O volume especifico do pao foi calculado recorrendo a equacgao abaixo:

Volume do Pio (cm?3)
Massa do Pao (g)

Volume Especifico (cm3/g) =

3.10.5 Avaliagao da cor da coédea e do miolo do pao

A cor da c6dea e do miolo do pao foi medida utilizando um colorimetro Minolta CR-
400 (Japao) com o iluminante D65. Os resultados obtidos foram expressos em coordenadas
do sistema CIELAB: L* - Luminosidade (0-100), a* - verde a vermelho (-60 a 60) e b* - azul a
amarelo (-60 a 60), como realizado por Nunes et al., 2020. Cada medida foi repetida um total
de seis vezes.

A diferenca total de cor entre cada um dos paes foi calculada recorrendo a equagao:

AE* = VAL*2 + Aa*? + Ab*2

Os valores de AE* sdo interpretados pela capacidade de um observador padrao

detetar diferencas de cor, da seguinte forma (Mokrzycki & Tatol, 2011):
= 0 <AE* <1 -0 observador ndo percebe a diferencga;
= 1< AE* <2 - apenas um observador experiente pode notar a diferenca;

= 2 < AE* <3,5 - 0 observador inexperiente também nota a diferenca;
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= 3,5 <AE* <5 - diferenga clara na cor é observada;

= AE* > 5 -0 observador nota duas cores diferentes.

Recorrendo também ao sistema CIEL*C*h (Compreendendo o Espago de Cor CIE
L*C*h, n.d.), calculou-se também o valor de saturacéo da cor, C*4, € tonalidade (Mclellan et

al., 1995), hqp, através das equacdes:

1
;b — (a*2+ b*Z)E

b* 180
hap =arctan<;) X T,se a*>0eb” >0

b* 180
hgp = arctan (—*) X —+4+180,sea* < 0
a T
b* 180
hg,p = arctan (E) X T+ 360,sea* >0eb* < 0

3.10.5 Determinacgao das perdas durante a cozedura

Durante a cozedura de uma massa de pao decorrem perdas de agua e material
organico (agucares fermentados e didxido de carbono que é libertado) (Graga et al., 2019),

que podem ser calculadas recorrendo a equagao seguinte:

Massa antes da cozedura — Massa apds cozedura

Perdas durante a cozedura (%) = M assa antes da cozedura %X 100

3.11 Determinacgao da acidez das massas e dos paes

A acidez, expressa em g acido acético/100 g de matéria-fresca, foi determinada por
titulagdo de 0,5 g de amostra de massa ou de pao no final da fermentagcédo, aos quais se
adicionou 100 ml de agua desmineralizada e 2 gotas de solugéo de fenolftaleina, utilizando
uma solucgéo de hidroxido de sodio (NaOH) (processo adaptado de Park et al. (2006)). Utilizou-
se NaOH 0,05 M ou NaOH 0,1 M, conforme apropriado para controlo das subidas de pH

durante o processo de titulagdo. Para cada amostra, a analise foi feita em duplicado.
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3.12 Analise estatistica

Os valores experimentais foram analisados estatisticamente recorrendo ao programa
GraphPad Prism, onde foram submetidos a uma analise de variancia (ANOVA) com teste de

Tukey e um nivel de significancia de 95%.

33



4. Resultados e discussao

No presente trabalho preparou-se uma massa-mae a partir de um trigo portugués (o
trigo Preto-amarelo) e isolaram-se e identificaram-se os microorganismos mais significativos
nos varios estagios da sua evolugao.

Elaborou-se também massa e pao de fermentacdo natural a partir da massa-mae
produzida em comparacao com fermento de padeiro comercial. Foram avaliadas textura e

reologia das massas, bem como textura, volume, cor, humidade e atividade da agua dos paes.

4.1 Aspetos macroscopicos da evolugao da massa-mae ao longo do

tempo

A massa-mae de trigo Preto-amarelo foi preparada no decorrer de 12 dias. Ao longo
do tempo foi sendo propagada por backslopping (alimentada) e foi apresentando
caracteristicas que variaram bastante ao longo do tempo. Na Tabela 16 é apresentado um

resumo das caracteristicas mais marcantes apresentadas pela massa-mae de dia 0 a dia 11.

Tabela 16 — Caracteristicas apresentadas pela massa-mae até a sua maturagéo.

Massa-Mae Observacoes Foto

Mistura de farinha e agua.

Dia 0
Nenhuma atividade detetada.
Cheiro a farinha humida.
19h
Dia 1 Alguma atividade.
Cheiro a farinha ja com ligeiro aroma a
19h queijo.
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Dia 2

19h

Dia 3

19h

Dia 4

19h

Dia 5

19h

Dia 6

19h

Muita atividade e bolhas de gas.
Cheiro muito forte que relembra o cheiro

a queijo.

Boa atividade e bolhas de gas.
Cheiro forte ainda, mas mais a vinagre
do que a queijo. Ainda néo tinha perdido

gas apos 24h sem ser alimentada.

Muito boa atividade e bolhas de gas.
Cheiro forte e acético, ja sem qualquer
cheiro a queijo. Ainda nao tinha perdido
estrutura e gas apos 24h sem ser
alimentada.

Melhor atividade que no dia 5 e mais
bolhas de gas.

Cheiro forte e acético, ja sem sinal do
cheiro a queijo. Ainda nao tinha perdido
estrutura e gas apds 24h sem ser

alimentada.

Muito boa atividade, muito semelhante
ao dia 6.

Cheiro semelhante também ao dia 6,
agradavel e um pouco a vinagre de cidra.
Estrutura apds 24h ja um pouco mais

fragil.
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Dia 7

19h

Dia 8
7h

19h

Dia 9
7h

19h

Dia 10
7h

19h

Dia 11
7h

19h

Muito boa atividade.
Cheiro ja mais acético do que o
desejavel.

Estrutura apés 24h mais fragil.

Atividade continua muito semelhante.
Cheiro agradavel, leve e frutado, com um

toque de cidra.

Atividade boa como a da manha.

Cheiro semelhante.

Atividade mais intensa.
Cheiro continua agradavel, leve e

frutado, com um toque de cidra.

Atividade boa, mas mais calma do que
na manha.

Cheiro semelhante.

Atividade mais intensa.
Cheiro continuou agradavel, leve e

frutado, com um toque de cidra.

Atividade boa e tao ativa como na
manha.

Cheiro semelhante.

Atividade continuou boa.
Cheiro continuou agradavel, leve e

frutado, com um toque de cidra/citrico.

Atividade boa e talvez um pouco menos
ativa do que na manha.
Cheiro semelhante.

Maturagao atingida.
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4.2 Avaliacao da evolugao do pH da massa-mae

Segundo Calvert et al. (2021), massas-mae habitualmente utilizadas em ambiente
artesanal de padaria, sdo mantidas a temperatura ambiente (entre 20-30°C) e comegam,
normalmente, com um pH proximo do neutro, que vai diminuindo de uma forma regular ao
longo de 5-15 dias até atingir a maturagéo. Chavan & Chavan (2011b) diz-nos que o valor
final de pH da massa-mae ao atingir a maturagao sera entre 3,5 e 4,3.

A fim de avaliar a evolugao da massa-mae e o seu grau de maturagao, determinou-se

o pH em amostras recolhidas ao longo do tempo (Tabela 17).

Tabela 17 - Evolugdo do pH na preparagéo da massa-mée de trigo Preto-amarelo. Letras iguais correspondem a
valores que ndo apresentam diferencgas significativas entre si (p>0,05).

Dia 0 2 4 7 8 9 10 11

pH | 6,04£0,02° 4,39+0,04° @ 3,82+0,03¢ 3,92+0,03¢ 3,75t0,03 3,80+0,02¢F 3,86+0,02¢d% 3,86 + 0,04

Através da analise dos valores de pH obtidos, podemos ver que o pH inicial € um
pouco mais baixo do que o esperado e que foi efetivamente descendo até atingir um pH final
em torno de 3,8 ao 4° dia, que depois se mantém a partir dai. A partir do dia 8 deixa de haver
diferencgas significativas (p>0,05) entre os valores de pH medidos e ficam, efetivamente, entre
os valores 3,5 e 4,3 referidos na literatura por Chavan & Chavan (2011a). Os valores de pH
obtidos refletem também o que é descrito nos trabalhos de varios outros autores (Boreczek et
al., 2020; Van Der Meulen et al., 2007). Estes autores descrevem o processo inicial de
estabilizacdo de uma massa-mae como sendo uma evolugéo em trés fases (como ja descrito
anteriormente), que ocorre principalmente nos primeiros 4-5 dias. Mais uma vez, os valores
de pH obtidos parecem refletir esta evolugdo ao longo do tempo, sendo que se iniciou a
massa-mae com um pH de 6,04 no dia 0 (Fase 1), ao dia 2 houve um pequeno pico de
atividade, um cheiro muito forte a queijo e o pH foi ja de 4,39 (Fase 2) e, por fim, no dia 4,
deu-se um pico de atividade, perdeu-se o cheiro a queijo para um cheiro acético (Fase 3) e 0
valor de pH nao tem diferencgas significativas (p>0,05) ao longo do tempo (embora nao ficasse

estavel até dia 8).
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4.3 Identificagdo dos microrganismos da massa-mae

4.3.1 Caracterizagao macroscopica e isolamento de microrganismos

A fim de determinar qual a contribuicdo da farinha de trigo Preto-Amarelo para a
microbiota da massa-mae, realizaram-se diluicbes seriadas de amostras de farinha e
plaguearam-se em meios seletivos.

Os resultados obtidos revelaram que o numero de coldnias obtido nas placas com
meios seletivos foi muito baixo ou nulo, apenas se tendo observado coldnias no meio YPD.
Esse facto levou a concluir que os niveis microbianos seriam bastante mais reduzidos do que
o esperado (Boreczek et al., 2020; L. De Vuyst et al., 2014; Ercolini et al., 2013). Assim, para
as culturas seguintes, escolheu-se prosseguir apenas com os meios de YPD e YPD + CHL.

O tipo de coldnias formadas nos meios plaqueados a partir da mistura de farinha e
agua (Diluigdo 10! & [Farinha] = 100g/L) ndo permitiu a utilizagdo do processo de
contagem de coldénias como método de contagem. As coldnias apresentadas foram poucas
(numero geralmente inferior a vinte no total por placa e entre todos os microrganismos) e

muitas apresentavam grandes dimensdes (Figura 4).

Figura 4 - Tipicas colonias encontradas nas primeiras culturas realizadas em meio de cultura de YPD e com uma
diluigdo de 1073,

O mesmo resultado foi obtido para as placas elaboradas a partir da massa-mae no dia
0 que, na pratica, era uma solugao muito semelhante a anterior, mas com uma propor¢ao de
farinha inferior (Diluicio 10! < [Farinha] = 60 g/L). Contudo, e apesar de se observarem

muitas colonias semelhantes, a concentragdo significativamente inferior de farinha inicial
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permitiu um crescimento microbiano menor, mais lento e com menor nimero e colénias mais

isoladas. Esse facto,

tornou muito mais acessivel a selecdo e identificacdo dos

microrganismos predominantes e também mais significativos para este trabalho. Na Tabela

18 encontram-se as caracteristicas macromorfolégicas dos microrganismos predominantes.

Tabela 18 - Descrigdo macromorfolégica dos microrganismos predominantes, identificados com o cédigo que lhes
foi atribuido antes da sua identificagdo.

Microrganismo

AA

BB

CcC

DD

EE

FF

GG

Descrigao macromorfolégica

Colénias de grandes dimensdes, de superficie lisa e brilhante, de
cor transparente esbranqui¢ada junto as margens irregulares e com
elevacdo umbilicada no centro de cor amarela. Consisténcia
viscosa.

Colénias de grandes dimensdes, de superficie lisa e brilhante, de
cor transparente esbranquigcada, margens irregulares e com
elevagao convexa no centro. Consisténcia viscosa.

Colénias de grandes dimensbes, de superficie estriada e
translucida, de cor amarelada, margens irregulares e com elevagao
convexa no centro. Consisténcia viscosa.

Colénias de muito pequenas dimensdes, de superficie lisa e
brilhante, de cor branca leitosa e contornos irregulares.
Consisténcia cremosa.

Colénias de muito pequenas dimensdes, de superficie lisa e
brilhante, de cor esbranquicada transparente, contornos irregulares
e elevacao convexa no centro. Consisténcia cremosa.

Colénias de pequenas dimensdes, de superficie lisa e elevada,
brilhante, de cor branca e contornos circulares. Consisténcia
cremosa.

Colénias de muito pequenas dimensdes, de superficie lisa e
pulvinada, cor branca baga e contornos circulares. Consisténcia
cremosa.

Colénias de dimensdes médias, de superficie lisa, cor branca
ligeiramente rosada opaca e opalescente, com contornos circulares
e elevagao convexa no centro. Consisténcia cremosa.

Coldnias de pequenas dimensdes, de superficie lisa e convexa, cor

branca e opaca, com contornos circulares e consisténcia cremosa.
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No conjunto de placas dos diversos meios com a mistura inicial de farinha e agua
verificou-se também contaminacgao por varios fungos, que deverao corresponder a esporos
existentes nas farinhas ou a contaminagdes ambientais (Anexo 1). Este facto ndo é
surpreendente dado que, por um lado os graos nao sao acondicionados através de processos
controlados e, por outro, a moagem foi realizada em condigdes ndo assépticas (caseiras) o

que podera ter originado esta contaminacgéo.

4.3.2 Identificacao de Microrganismos por métodos quimicos e por

observagcao microscopica

A identificagdo dos microrganismos incluiu o isolamento das colénias mais

significativas. A observagdo microscépica das mesmas foi desafiante, mesmo na ampliacao

de 1000x, devido as suas pequenas dimensdes (Figura 5).

Figura 5 - Imagem microscopica das leveduras Clavispora lusitaniae e Debaryomyces maramus/Debaryomyces
hansenii, respetivamente (ampliagdo 10 x 100x).

Assim, recorreu-se a testes bioquimicos como forma de complementar a identificagao
e recolher alguma informagao extra que pudesse ajudar na selegdo dos primers para a
amplificagéo por PCR, nomeadamente quanto a Gram e a presenga de catalase.

Em todos os organismos aerdbios obrigatérios e anaerdbios facultativos ha produgéo
de perdxido de hidrogénio (H202). Tendo um poderoso efeito oxidante, o H>O, tem que ser
degradado. Um dos principais agentes responsaveis pela degradagéo de H.O, é a enzima
catalase, que o desdobra em oxigénio e agua. Assim, ao adicionar-se H,O2 a uma colénia de
um organismo produtor de catalase, ir-se-a observar libertagéo visivel de oxigénio livre, sob a

forma de bolhas de gas.
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Por outro lado, o hidréxido de potassio (KOH) rebenta facilmente as células Gram-
negativas, uma vez que estas apresentam uma membrana lipopolissacaridica externa e uma
camada de peptidoglicano que é degradado em condi¢des fortemente alcalinas, expondo o
conteudo intracelular, nomeadamente o ADN, que ira conferir viscosidade a suspensao.
Assim, ao ser misturado com uma amostra de coldnias utilizando uma ansa de inoculacao,
formar-se-a um fio visivel a olho nu.

Sendo as bactérias acéticas Gram-negativas e aerdbias obrigatorias, os dois testes
positivos em microrganismos desconhecidos fornecem pistas importantes sobre a sua
potencial natureza. Por outro lado, sendo as bactérias laticas Gram-positivas e catalase
negativas (Tamang, 2014), sera de esperar resultados negativos para ambos os testes.
Leveduras podem ser aerobias obrigatdrias, aerdbias facultativas ou anaerébias obrigatdrias
(Visser et al., 1990) e também podem produzir catalase.

Os resultados obtidos encontram-se resumidos na Tabela 19.

Tabela 19 - Resultados do teste KOH e do teste de produgdo da enzima catalase, onde cada microrganismo esta
identificado pelo codigo que lhe foi atribuido antes da sua identificagdo (+ equivale a um resultado positivo e —
equivale a um resultado negativo). A interpretacdo possivel é também baseada na observagdo microscopica.

Microrganismo Teste KOH Teste Catalase Interpretacao Possivel

AA + + Bactéria potencialmente acética
BB + + Bactéria potencialmente acética
CC + + Bactéria potencialmente acética
DD - + Bactéria potencialmente latica
EE - + Bactéria potencialmente latica
FF - + Bactéria potencialmente latica
GG - + Bactéria potencialmente latica
D - + Potenciais leveduras

N - + Potenciais leveduras

Atendendo aos resultados obtidos identificaram-se duas colénias como
correspondendo a leveduras, trés colénias como correspondendo potencialmente a bactérias

acéticas e quatro como podendo ser de bactérias laticas.
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4.3.3 Identificagdao por métodos moleculares de microrganismos presentes

Tal como discutido anteriormente para o pH, nos trabalhos de Boreczek et al. (2020)
e Van Der Meulen et al. (2007), descreve-se o processo inicial de estabilizagdo de uma
massa-mae espontanea como sendo uma evolugdo em trés fases (como descrito em detalhe
na Revisao bibliografica), que ocorre principalmente nos primeiros 4-5 dias da sua produgéo.
Como os valores de pH obtidos, bem como a avaliagédo sensorial (Calvert et al., 2021),
pareceram refletir esta evolugédo ao longo do tempo, escolheu-se elaborar culturas para a
determinagdo dos microrganismos nos dias 0, 2 e 11.

Tendo em conta os resultados obtidos nos testes bioquimicos, selecionaram-se os
primers a usar (ITS1/TS4 para leveduras; Ac1 e Ac3 no caso de potenciais bactérias acéticas
e pH e pA no caso de potenciais bactérias laticas). Utilizando cada um dos pares de primers
selecionados, amplificou-se o ADN e sequenciou-se.

As sequéncias obtidas foram analisadas através do programa bioEdit e comparadas
com as sequéncias existentes na base de dados NCBI das regides ITS1/ITS4 de fungos e
leveduras e com as sequéncias do ADN ribossomal 16S no caso das sequéncias provenientes
de coldnias de bactérias, através da realizacdo de uma pesquisa com base no algoritmo Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST), que analisa as similaridades entre a sequéncia de
interesse e as sequéncias disponiveis correspondentes. Os resultados obtidos encontram-se

apresentados na Tabela 20.

Tabela 20 - Resultados do ADN extraido, amplificado e sequenciado, dias de recolha de cada amostra e codigo
de identificagdo anterior a sua identificag&o.

Recolha da Amostra Identificagao Microrganismo
Dia 0 D Debaryomyces maramus/Debaryomyces hansenii
Dia 0 N Clavispora lusitaniae
Dia 0 AA Pantoea agglomerans
Dia 0 BB Pseudomonas poae
Dia 0 CcC Pantoea sp.
Dia 2 DD Ralstonia sp.
Dia 2 EE Ralstonia sp.
Dia 2 FF Ralstonia sp.
Dia 11 GG Ralstonia sp.

42



Os microrganismos identificados por sequenciagao (Tabela 20) possuem as seguintes
caracteristicas:

= Debaryomyces maramus/Debaryomyces hansenii — As leveduras do género
Debaryomyces s&o excecionalmente osmotolerantes, crescendo em meios com
concentracdes elevadas de cloreto de sédio e de glucose. Consequentemente, estas
leveduras sao frequentemente encontradas em alimentos doces, salgados e fermentados com
alta osmolaridade (Johnson & Echavarri-Erasun, 2011). A levedura Debaryomyces maramus
nao € muito comum e pouco se encontra na literatura. A levedura Debaryomyces hansenii &,
por sua vez, uma levedura heterogénea e halotolerante, muito comum na natureza (Al-Qaysi
et al.,, 2017) com grande variedade fenotipica entre estirpes (Huang et al., 2021; Ramos-
Moreno et al., 2021), capaz de crescer em condi¢cdes extremas de salinidade, com baixos
niveis de atividade da agua e num alargado intervalo de pH entre 3 e 10 (Al-Qaysi et al., 2017).
Possui baixa atividade fermentativa e grande capacidade respiratéria (Ramos-Moreno et al.,
2021) e é catalase positiva (Gonzalez et al., 2020). Produz substancias téxicas para outras
leveduras (Prista et al., 2016). Esta presente em enchidos e outros produtos fermentados de
carne (Ramos-Moreno et al., 2021), queijos (Huang et al., 2021) e massas-mée (Chavan &
Chavan, 2011b; Meroth et al., 2003).

» Clavispora lusitaniae — Levedura cosmopolita e fermentativa, que apresenta elevada
halotolerancia e tolerancia osmaética. Possui uma elevada resisténcia a metais pesados e
grande potencial para os remover do ambiente. Clinicamente, é reconhecida como um agente
infecioso oportunista em doentes imunodeprimidos (Pérez-Brito et al., 2015). Pode ser isolada
de solos, agua (espécie bastante abundante no rio Tejo (Coelho et al., 2010)), plantas, seus
substratos e hospedeiros (Aibeche et al., 2021), humanos e outros animais de sangue quente,
insetos, desperdicio industrial e alimentos fermentados (Pérez-Brito et al., 2015). Korcari et
al. (2020) isolou Clavispora lusitaniae de uma massa-mae espontanea elaborada com trigo
espelta.

» Pantoea sp./ Pantoea agglomerans — As bactérias do género Pantoea sao bacilos,
Gram-negativos, ndo-encapsulados e que nao formam esporos, pertencentes a familia
Enterobacteriaceae. Sao associadas normalmente a plantas, mas podem, contudo, infetar
humanos e outros animais invertebrados, sendo a Pantoea agglomerans a espécie mais
comum em humanos. A Pantoea agglomerans é uma proteobactéria anaerdbia facultativa,
esta naturalmente presente em graos de trigo duro (Celano et al., 2016), e foi detetada em
massas-mae por Comasio et al. (2020) e por Bessmeltseva et al. (2014). Foi também
detetada, no dia 0 da producao de um sourdough a partir de farinha de centeio no trabalho de
Rogalski et al. (2020), mas desapareceu ao final dos primeiros dias, devido a reducao do pH,

0 que também aconteceu no trabalho de Ercolini et al. (2013).
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» Pseudomonas poae — Pseudomonas sao bactérias comuns Gram-negativas que se
encontram naturalmente associadas a plantas e podem, nomeadamente, ser isoladas de
barbas de trigo (Mdller et al., 2018). Pseudomonas poae foi detetada em massas-mae por
Comasio et al. (2020) e no dia 1 da produc¢ao de um sourdough a partir de farinha de centeio
no trabalho de Rogalski et al. (2020), mas desapareceu ao final dos primeiros dias, devido a
reducao do pH, o que também aconteceu no trabalho de Ercolini et al. (2013).

» Ralstonia sp. — As bactérias do género Ralstonia sao bacilos Gram-negativos
aerobicos, oxidase and catalase-positivos e ndo fermentativos, que podem ser encontrados
na agua (incluindo canalizada) e nos solos (Ryan et al., 2011; Tondo et al., 2020; Waugh et
al., 2010). Preferem ambientes humidos e resistem a desinfetantes potentes, como a
clorohexidina, sendo um género considerado como um agente patogénico oportunista
globalmente emergente (Ryan & Adley, 2014; Waugh et al., 2010). Ralstonia solanacearum,
quando associada aos solos pode ser causadora de uma doenca infeciosa que pode afetar
muitas das principais culturas de plantas (Michel & Mew, 1998). Utilizadas como
microrganismos bioprotectores (juntamente com outros microrganismos) em produtos
fermentados tém a capacidade de suprimir o crescimento de agentes patogénicos e
toxicogénicos (Xiang et al., 2019). A Ralstonia pickettii foi uma das bactérias dominantes
encontrada numa bebida de kombucha comercial (LEE et al., 2021). Foi também detetada
Ralstonia insidiosa, no dia 0 da producido de um sourdough a partir de farinha de centeio no
trabalho de Rogalski et al. (2020), mas desapareceu ao final dos primeiros dias, devido a
reducéo do pH.

Pode observar-se pela breve descrigdo acima de cada um dos microrganismos
identificados que os testes de adicao de KOH e de detecao da enzima catalase (Tabela 19)
foram bastante precisos nos seus resultados. Para a Ralstonia sp., € muito provavel que o
teste de adicdo de KOH tenha dado negativo, muito embora estas bactérias sejam Gram-
negativas, devido as pequenas dimensdes das suas coldnias e a dificuldade resultante em
conseguir acumular biomassa suficiente para visualizagdo apropriada do procedimento do
teste.

Os microrganismos Debaryomyces maramus/Debaryomyces hansenii, Clavispora
lusitaniae, Pantoea sp./ Pantoea agglomerans e Pseudomonas poae identificados no dia 0
sdo todos naturalmente presentes em plantas, solos e agua, pelo que estdo de acordo com o
esperado e encontrado na literatura para os dias iniciais da produgdo de uma massa-mae
espontanea (Rogalski et al., 2020) ou mesmo apds a sua maturagédo (Comasio et al., 2020;
Korcari et al., 2020).

O facto de apenas se ter identificado o género Ralstonia sp. a partir do dia 0 foi
inesperado e surpreendente, uma vez que nao € uma bactéria muito documentada em

alimentos fermentados pois nao é fermentativa. Apesar de nao se ter desenvolvido no dia 0,
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ha uma forte possibilidade deste microrganismo ter feito parte da microbiota da farinha de
trigo Preto-amarelo. Pode também ter sido uma contaminacéo posterior, quer da massa-mae
em si, quer dos meios de cultura, muito embora esta ultima hipotese seja menos provavel,
uma vez que esta bactéria foi a Unica que se desenvolveu, quer no dia 2, quer no dia 11.
Ralstonia sp. pode ter sido a Unica a colonizar os meios de cultura nos dias 2 e 11 pois podera
ter um desenvolvimento mais rapido que as restantes leveduras e bactérias presentes ou,
como descrito por Xiang et al. (2019), produzir substancias com capacidade de inibicao de
outros microrganismos. Pode também dar-se o caso de estarmos perante microrganismos
com a capacidade de serem viaveis, mas ndo cultivaveis. Num estado de viabilidade nao
cultivavel, as células, muito embora se mantenham vivas e com atividade metabdlica e celular,
nao se reproduzem nem formam colénias em meios de cultura, o que inviabiliza a sua detegao
(Liu et al., 2018; Serpaggi et al., 2012). E comum nas bactérias do género Lactobacilli, que
s&o as bactérias laticas mais comuns em massas-mée (Calvert et al., 2021; Landis et al.,
2021), terem a capacidade de entrar num estado de viabilidade ndo cultivavel, quando em
determinadas condigbes ambientais (Liu et al., 2018). Nomeadamente, segundo Liu et al.
(2018), sabe-se que algumas das bactérias laticas mais comuns em massas-mae, como as
Lacticaseibacillus casei (Lactobacillus casei), Levilactobacillus brevis (Lactobacillus brevis) e
Lactiplantibacillus platarum (Lactobacillus platarum) conseguem ser estimuladas a entrar num
estado de viabilidade nao cultivavel. Por outro lado, Salma et al. (2013) reporta que também
a levedura Saccharomyces cerevisae, a mais comum em massas-mae, também tem a
capacidade de entrar num estado de viabilidade n&o cultivavel. Seria altamente improvavel
que a Ralstonia sp. fosse o microrganismo mais abundante na massa-mae, uma vez que é
nao fermentativo e a massa-mae demonstrou um bom crescimento, grande acumulacao de

gas e capacidade de levedacao de massa e producgéo de pao.

4.4 Analise farinografica da farinha

Num estudo farinografico obtém-se os seguintes parametros: torque maximo (que
representa o valor do pico maximo de torque atingido durante o teste), o tempo de
desenvolvimento (tempo no qual € atingido o valor de torque maximo), a estabilidade
(tolerancia da farinha a mistura) e o abrandamento (corresponde a diferenca em torque, entre
o torque maximo e o torque final) (Khemiri et al., 2020).

A farinha usada para preparar os varios paes em estudo foi sempre a mesma, tendo
variado o agente levedante (fermento industrial e massa-mae obtida a partir de trigo Preto-
amarelo), e também o teor de agua adicionado a farinha. No presente trabalho usaram-se

dois valores de absor¢cdo de agua (WA) (em relagdo a 100 g de farinha com 14% de
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humidade): um que utilizasse o maximo potencial das caracteristicas tecnolégicas da farinha
e outro que reproduzisse melhor as quantidades utilizadas a nivel de panificacdo artesanal. E
importante salientar que, ao ser adicionada a massa-mae a mistura, se estdo a adicionar
também farinha e agua (apesar de estarem ja fermentadas). Tal como nos trabalhos de
Aplevicz et al. (2013), Di et al. (2018) e Rinaldi et al. (2015), escolheu-se ndo se fazerem
ajustes nas quantidades de farinha e agua, nas formulagbes em que a massa-mae foi
adicionada.

Assim, nas analises reoldgicas ajustou-se o teor de agua até se atingir um valor
proximo do valor de referéncia para o torque maximo de 130 mN.m (AACC 54.70-01)
correspondente a uma percentagem de agua de 56,25%.

Na panificagao artesanal tendem a usar-se percentagens de agua entre os 60% e os
75%, sendo que a escolha do valor exato reside em técnicas de analise sensorial empiricas
(Calvert et al., 2021) que se realizam por utilizagdo dos sentidos, quando se mistura a farinha
com a agua. Foi dessa forma encontrada a segunda percentagem de agua utilizada nas

formulagdes, 66,67%.
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Figura 6 - Curvas obtidas no micro-doughLAB para a farinha de trigo com duas percentagens de agua utilizadas
(56,25% e 66,67%).

Tabela 21 - Parametros obtidos no micro-doughLAB para as diferentes percentagens de agua (56,25% e 66,67%).

Absorgao Torque Maximo (mN.m) Tempo de Estabilidade (s) Abrandamento
de agua Desenvolvimento (s) (mN.m)
(WA) (%)

56.25 132 142 160 27
66.67 67 270 390 7
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As curvas obtidas no micro-doughLAB encontram-se representadas na Figura 6 e na
Tabela 21 encontram-se apresentados os parametros calculados a partir das curvas. Com um
valor de absorcédo de agua (WA) de 56,25% obteve-se uma massa com um pico de
viscoelasticidade similar ao valor de referéncia (130 mN.m) para pao convencional e, com o
aumento da WA para 66,67%, observou-se uma diminuicdo da viscoelasticidade, tal como
seria expectavel.

Pelos parametros da Tabela 21, pode observar-se que para 56,25%, o tempo de
desenvolvimento é muito inferior, 0 que é muito desejavel em panificagao, principalmente com
fermento de padeiro industrial, que € um processo que se deseja mais rapido. Por outro lado,
e apesar do valor de torque maximo ser de apenas 67 mN.m, o valor de estabilidade é muito
superior nos 66,67%, o que € o ideal para a produgao de pao de fermentagéo natural, cujo

processo é longo.

4.5 Comportamento viscoelastico linear das massas fermentadas

Na Figura 7 estdo representados os resultados obtidos nos testes de varrimento de
frequéncia efetuados para as massas fermentadas das diferentes formulagdes com massa-

mae e com fermento de padeiro.
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Figura 7 - Espetros mecéanicos das massas fermentadas a 5°C para todas as formulagbes (SD1 - massa-méae e
66,67% de hidratagdo, SD2 - massa-mée e 56,25% de hidratagéo, F1 - fermento de padeiro e 66,67% de hidratagdo
e F2 - fermento de padeiro com 56,25% de hidratacéo).
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Nos espetros mecanicos da Figura 7, obtidos para as massas de pao fermentadas
com massa-mae (SD1, SD2) e fermento de padeiro (F1, F2), encontra-se representada a
variacdo do modulo elastico (G’) e do médulo viscoso (G”) em fungao da frequéncia angular
(w).

Ao observar os resultados obtidos, pode verificar-se que os valores de G’ sao sempre
superiores a G” e que existe uma forte dependéncia da frequéncia, comportamento tipico de
massas de pao fermentadas, que sédo consideradas sistemas viscoelasticos (Macedo et al.,
2020; Martins et al., 2020; Nunes et al., 2020). Verifica-se também que os valores de G’ e G”
estdo muito préximos entre si, tendo um desfasamento de menos de uma ordem logaritmica,

0 que nos indica que se tratam de sistemas pouco estruturados.
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Figura 8 - Valores de G'retirados dos espetros mecénicos a 6.283rad/s (1Hz) para as massas fermentadas (SD1
- massa-mée e 66,67% de hidratagdo, SD2 - massa-mae e 56,25% de hidratagdo, F1 - fermento de padeiro e
66,67% de hidratacdo e F2 - fermento de padeiro com 56,25% de hidratagdo). Letras iguais correspondem a
valores que ndo apresentam diferencgas significativas entre si (p>0,05).
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Figura 9 - Valores de G' retirados dos espetros mecanicos a 62.83rad/s (10Hz) para as massas fermentadas (SD1
- massa-mée e 66,67% de hidratagdo, SD2 - massa-mae e 56,25% de hidratagéo, F1 - fermento de padeiro e
66,67% de hidratacdo e F2 - fermento de padeiro com 56,25% de hidratagdo). Letras iguais correspondem a
valores que ndo apresentam diferencgas significativas entre si (p>0,05).

A Figura 8 e a Figura 9 representam os valores do modulo elastico (G’) de cada
amostra de massa fermentada (SD1 - massa-mae e 66,67% de hidratagcao, SD2 - massa-mae
e 56,25% de hidratagao, F1 - fermento de padeiro e 66,67% de hidratacao e F2 - fermento de
padeiro com 56,25% de hidratagéo), obtidos a partir dos seus espectros mecanicos, a duas
frequéncias fixas (6,28 rad/s e 62,8 rad/s). Pode verificar-se que, quer a 6,28 rad/s, quer a
62,8 rad/s, ndo existem diferengas significativas (p>0,05) entre as formulagbes de SD1 e F1,
sendo estas que possuem valores de G’ mais baixos, correspondentes as formulagbes com
maior teor de agua (66,67%). Por outro lado, os valores de G’ para as formulagbes de SD2 e
F2 a 6,28 rad/s e a 68,2 rad/s possuem diferengas significativas entre si (p<0,05) e F2 € aquela
que possui os valores mais elevados (p<0,05) de todas. Assim, para valores menores de WA
(56,26%), o tipo de levedante teve impacto nas propriedades viscoelasticas da massa.

A dependéncia de G’ e de G” da frequéncia pode ser descrita pela Lei da Poténcia
(Bernaerts et al., 2017; Fradinho et al., 2020):

G =a xfb
G =a"xfr

Os valores de a e b sdo determinados através de uma regresséo linear do logaritmo
de G’ e de G” em fungao do logaritmo da frequéncia, onde e b’ e b” sdo os declives e a’ e a”
sdo calculados a partir da ordenada na origem (a' = 108 e a" = 108, sendo B o valor da

ordenada na origem da reta).
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Tabela 22 - Valores ajustados para as equagbes da Lei da Poténcia (R? entre 0,9458 e 0,9968). Letras iguais
correspondem a valores que ndo apresentam diferencas significativas entre si (p>0,05).

Formulagdes a’ b’ a”’ b’
SD1 7998° 0,232° 2932° 0,199°
SD2 17777 0,233% 6503° 0,2122

F1 7782° 0,254 3204° 0,221
F2 249262 0,247% 102042 0,2632

Pode observar-se pela Tabela 22 que o pardmetro o possui um valor
significativamente superior (p<0,05) para as amostras das formulagdes SD2 e F2, enquanto
SD1 e F1 apresentam valores inferiores, mas sem diferencas significativas entre si (p>0,05).
De acordo com Fradinho et al. (2020), uma maior ordenada na origem (maior a’) implica um
sistema mais estruturado. E efetivamente o que parece acontecer, uma vez que esta de
acordo com os valores obtidos para G’ as frequéncias de 6,28 rad/s e 62,8 rad/s. Numa visao
global, os valores do parametro b’ ndo sdo muito diferentes entre si. Os valores de SD2, F1 e
F2 n&o apresentam diferencgas significativas entre si (p>0,05) e 0 mesmo acontece para SD1,
SD2 e F2. O valor mais elevado (p<0,05) de b’ é o da amostra da formulagao F1, o que esta
de acordo com o esperado. Declives mais elevados representam uma maior dependéncia do
seu comportamento com o tempo, sendo amostras menos estruturadas (Fradinho et al.,

2020), o que acontece nas massas com maior teor de agua.

4.6 Avaliagao da textura das massas fermentadas

Na Figura 10 podemos observar os valores de firmeza das massas fermentadas das

diferentes formulagoes.

50



2.0

1.8 ] T

1.6

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4 <

0.2 -

0.0

SD1 SD2 F1 F2

Valores Médios 0.726 1.743 0.317 1.639

Firmeza (N)

Figura 10 - Valores de Firmeza das massas com diferentes formulagbes (SD1 - massa-mée e 66,67% de
hidratagdo, SD2 - massa-mae e 56,25% de hidratagdo, F1 - fermento de padeiro e 66,67% de hidratagédo e F2 -
fermento de padeiro com 56,25% de hidratagdo). Letras iguais correspondem a valores que nao apresentam
diferencgas significativas entre si (p>0,05).

Nao existem diferencas significativas (p>0,05) entre os valores de SD2 e F2, mas sao
ambas muito mais firmes (p<0,05) que SD1 e F1, uma vez que tém menos agua adicionada.
Por sua vez, os valores de firmeza de SD1 sdo muito superiores (p<0,05) aos de F1. As
formulagdes de SD1 e de F1 incluem um teor de agua superior ao das formulagdes de SD2 e
F2, o que explica a firmeza muito superior (p<0,05) destas ultimas. Estes valores estdo de
acordo com os obtidos na avaliacdo do comportamento viscoelastico das massas uma vez
que, para as massas com um teor de agua superior e firmeza inferior, se obtiveram valores
de moddulo elastico G’ mais baixos e indicadores de uma menor estruturagéao.

Quando comparando massas em relagao ao agente levedante, nota-se que as massas
fermentadas com fermento comercial apresentam firmeza inferior (p<0,05) que as massas
fermentadas com massa-mae. Uma possivel explicacdo sera o facto de que o processo de
fermentagdo com massa-mae causa a produgéo de acidos e as fragdes proteicas do gluten
sdo parcialmente soluveis nestes. A atividade de enzimas proteinases de algumas espécies
de bactérias acido laticas pode também causar hidrélise proteica, o que afeta a estrutura do
gluten (Crowley et al., 2002). Assim, as massas retém menos ar, apresentam menor volume
€ maior firmeza.

As amostras das formulagdes de SD2 e F2 foram elaboradas com um teor de agua
determinado laboratorialmente pela utilizagao do micro-doughLAB, de a forma serem obtidas
as condigdes tecnoldgicas ideais para o melhor desempenho da farinha em utilizagao. Apesar
das diferengcas no agente levedante, as massas parecem ter beneficiado do teor de agua
encontrado e mantém iguais caracteristicas (p>0,05) de retencdo de ar e consequente

firmeza. Contrariamente, a amostra da massa da formulagao SD1 exibe um valor de firmeza
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significativamente superior (p<0,05) a F1, o que pode ser explicado recorrendo a atributos que

se refletiram no pao que dela originou.
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Figura 11 - Valores de Coesividade das massas das diferentes formulagbes (SD1 - massa-mée e 66,67% de
hidratagdo, SD2 - massa-méae e 56,25% de hidratacdo, F1 - fermento de padeiro e 66,67% de hidratacdo e F2 -
fermento de padeiro com 56,25% de hidratagdo). Letras iguais correspondem a valores que nao apresentam
diferencgas significativas entre si (p>0,05).

A coesividade esta associada com o nivel de estruturagdo entre os diferentes
elementos que fazem parte da matriz da massa (Martins et al., 2020). Na Figura 11 podem
observar-se os valores de coesividade das amostras das diferentes formulagées. Podemos
verificar que nao existem diferencgas significativas (p>0,05) entre a coesividade das massas
das formulagcbées SD1, SD2 e F1. A amostra de massa fermentada F2 é significativamente

inferior (p<0,05) a todas as outras.
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Figura 12 - Valores de Elasticidade das massas com diferentes formulacées (SD1 - massa-mée e 66,67% de
hidratagdo, SD2 - massa-méae e 56,25% de hidratacdo, F1 - fermento de padeiro e 66,67% de hidratacdo e F2 -
fermento de padeiro com 56,25% de hidratacdo). Letras iguais correspondem a valores que nédo apresentam
diferencgas significativas entre si (p>0,05).
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Como se pode observar na Figura 12, ndo existem diferencas significativas (p>0,05)
nos valores de elasticidade das massas fermentadas com massa-mae, SD1 e SD2. Contudo,
estas possuem um valor de elasticidade superior (p<0,05) aos de F1 e F2 e, por sua vez, a
elasticidade de F1 é superior (p<0,05) a F2. O valor de elasticidade inferior (p<0,05) da massa
F2 pode ser explicada pelo seu teor de agua inferior a F1. Em relacdo aos valores da
elasticidade das formulagdes com massa-mae (SD1 e SD2), a sua superioridade (p<0,05)
contradiz a literatura, que em Chavan & Chavan (2011b) afirma que a utilizagdo da massa-
mae como agente levedante reduz a elasticidade das massas de p&do, embora néo oferega

qualquer explicacao para esse facto.

4.7 Determinacao do pH e acidez das massas e dos paes

Por observagao cuidada dos resultados (Tabela 23), verificamos que os valores de pH
para as massas fermentadas de sourdough, além de nao serem significativamente diferentes
entre si (p>0,05), estdo de acordo com os valores obtidos pelos autores Boreczek et al. (2020
e Robert et al. (2006). Sdo também muito semelhantes aos valores de pH da massa-mae,
apos atingir a estabilidade. Apesar de apresentarem diferencas significativas entre si (p<0,05),
os valores de pH de F1 e F2 sdo da mesma ordem de grandeza e também s&o corroborados
pelo trabalho de Park et al. (2006). Como seria de esperar, os valores de pH das massas
fermentadas com massa-méae sdo muito inferiores (p<0,05) aos valores de pH das massas

fermentadas com fermento de padeiro.

Tabela 23 - Valores de pH das massas fermentadas de cada uma das formula¢ées estudadas (SD1 - massa-méae
e 66,67% de hidratagdo, SD2 - massa-mae e 56,25% de hidratacéo, F1 - fermento de padeiro e 66,67% de
hidratagdo e F2 - fermento de padeiro com 56,25% de hidratagdo). Letras iguais correspondem a valores que ndo
apresentam diferencgas significativas entre si (p>0,05).

Massa pH
SD1 3,74 £ 0,038°
SD2 3,80 £ 0,006¢

F1 5,21 +0,012°
F2 5,41 +0,031°

Os valores de acidez obtidos (Tabela 24) para amostras de massa e pao fermentadas
com massa-mae (SD1 e SD2) nao apresentam diferencas significativas entre si (p>0,05). O

mesmo acontece para a comparagao entre as amostras de massa e pdo fermentadas com
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fermento de padeiro (F1 e F2). Como seria de esperar, os valores de acidez das massas e
paes fermentados com massa-mae sao significativamente superiores (p<0,05) aos das
massas e paes fermentados com fermento de padeiro comercial. Os valores de acidez para

os paes fermentados com massa-mae sao muito proximos aos obtidos por Park et al. (2006).

Tabela 24 - Valores de acidez do p&o e das massas fermentadas das diferentes formulagbes em estudo (SD1 -
massa-mae e 66,67% de hidratagcdo, SD2 - massa-mée e 56,25% de hidratacao, F1 - fermento de padeiro e 66,67 %
de hidratagéo e F2 - fermento de padeiro com 56,25% de hidratacdo). Letras iguais correspondem a valores que
nédo apresentam diferengas significativas entre si (p>0,05).

Acidez (g acido acetlco/loog Matéria fresca)

Formulagao Massa Pao
SD1 0,5454 + 0,0095% 0,4001 + 0,0263%
SD2 0,5036 + 0,0400° 0,3839 + 0,0180°
F1 0,1768 + 0,0008° 0,1526 + 0,0003°
F2 0,0915 + 0,0534° 0,1342 +0,0022°

4.8 Avaliagao da textura do pao

Na Figura 13 encontram-se representados os resultados de firmeza inicial para os
paes das diferentes formulagdes. Todos os valores sao significativamente diferentes entre si
(p<0,05), estado intimamente ligados ao teor em agua das diferentes formulagdes e sao
inversamente proporcionais ao volume especifico atingido pelos paes (Nunes et al., 2020). Os
paes com menor firmeza (p<0,05) sdo as formulagdes F1 e F2, que também apresentam os
valores superiores (p<0,05) de volume (Tabela 30). Contudo, a firmeza de F1 é
significativamente inferior (p<0,05) a F2, porque a sua formulagdo envolve um teor de agua
mais elevado. Os paes com maior firmeza (p<0,05) sdo SD1 e SD2, o que esta de acordo
com um valor de volume especifico inferior (p<0,05) (Tabela 30). O valor mais elevado de
firmeza (p<0,05) de todas as formulagdes € o de SD2 que é o pao fermentado com massa-
mae, mas com teor inferior de agua na sua composigao.

E também claro que os paes fermentados com massa-mae apresentam uma firmeza
em muito superior (p<0,05) aos fermentados com fermento comercial, independentemente do
teor de agua. Nao se encontram na literatura explicagcbes para estes resultados, uma vez que
nao existe consisténcia nos métodos utilizados e caracteristicas comparadas. Uma possivel

explicacdo sera o facto de que o processo de fermentagdo com massa-mae causa a producao
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de acidos e as fragdes proteicas do gluten sédo parcialmente soluveis nestes. A atividade de
enzimas proteinases de algumas espécies de bactérias acido laticas pode causar hidrolise
proteica, o que afeta a estrutura do gluten (Crowley et al., 2002). Assim, as massas retém
menos ar e apresentam menor volume, o que também se reflete no pao resultante. Uma

menor quantidade de ar retido e volume inferior resultam num pao com uma maior firmeza.
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14 +
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Firmeza (N)
(o]
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SD1 SD2 F1 F2
Valor Médio 10.882 12.545 4.837 7.351

Figura 13 - Valores de Firmeza inicial (TO) dos pdes com diferentes formulacées (SD1 - massa-mée e 66,67% de
hidratagdo, SD2 - massa-mae e 56,25% de hidratagdo, F1 - fermento de padeiro e 66,67% de hidratagédo e F2 -
fermento de padeiro com 56,25% de hidratagdo). Letras iguais correspondem a valores que ndo apresentam
diferencgas significativas entre si (p>0,05).

Nos valores de coesividade obtidos e apresentados na Figura 14, pode verificar-se
que nao existem diferencas significativas (p>0,05) entre os paes das formulagcées SD2 e F2,
bem como entre SD1 e SD2. O pao que apresenta a maior coesividade (p<0,05) de todas as

amostras é F1.
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Figura 14 - Valores de Coesividade inicial (TO) dos pdes com diferentes formulagées (SD1 - massa-mée e 66,67%
de hidratagdo, SD2 - massa-mae e 56,25% de hidratagdo, F1 - fermento de padeiro e 66,67% de hidratacdo e F2
- fermento de padeiro com 56,25% de hidratagao). Letras iguais correspondem a valores que ndo apresentam
diferencas significativas entre si (p>0,05).

Quanto aos valores de elasticidade, podemos observar na Figura 15 que n&o existem

diferencas significativas entre os paes com as diferentes formulacées (p>0,05).
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Figura 15 - Valores de Elasticidade inicial (TO) dos paes com diferentes formulagbes (SD1 - massa-mae e 66,67 %
de hidratagdo, SD2 - massa-mae e 56,25% de hidratagao, F1 - fermento de padeiro e 66,67% de hidratagédo e F2
- fermento de padeiro com 56,25% de hidratagao). Letras iguais correspondem a valores que ndo apresentam
diferencgas significativas entre si (p>0,05).

56



4.8.1 Evolugao da textura durante o envelhecimento do pao

A perda de flavour e textura que sucede durante o armazenamento do pao é
geralmente considerada como envelhecimento (Di et al., 2018). Os fendmenos fisicos e
quimicos que causam o envelhecimento do pao resultam da perda de humidade e da
cristalizagao/retrogradagéo do amido, que causam um aumento de firmeza do miolo (Graga
et al., 2020).

Neste estudo, avaliou-se a evolucdo da textura das amostras das formulagbes SD1 e

F1 ao longo de 72h de armazenamento dentro de um saco plastico.
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m 5D1 (Valores Médios) 10.882 18.202 24.180 29.019
F1 (Valores Médios) 4.837 7.980 9.695 10.524

Figura 16 - Evolugdo da Firmeza dos péaes de formulagbes SD1 e F1 (SD1 - massa-mae e 66,67% de hidratagdo
e F1 - fermento de padeiro e 66,67% de hidratagdo) ao longo do tempo de armazenamento. Letras iguais
correspondem a valores que nao apresentam diferencas significativas entre si (p>0.05).

Na Figura 16 encontra-se a evolugao da firmeza dos paes das formulagdes SD1 e F1
ao longo de um tempo de armazenamento de 72h, em intervalos de 24h. A firmeza inicial do
pao da formulagao SD1 é significativamente superior (p<0,05) a firmeza da formulagao F1, e
esta relagdo mantém-se ao longo de todo o tempo de armazenamento. Na evolugdo dos
valores da amostra de SD1, verifica-se um aumento progressivo de firmeza ao longo das 72h.
Na amostra da formulagao F1, também se verifica um aumento progressivo dos valores de
firmeza ao longo do tempo, mas deixa de haver diferengas significativas entre eles (p>0,05)
entre as 48h e as 72h. Estes resultados contradizem de certa forma os resultados de Crowley
et al. (2002), onde os valores de firmeza das amostras de pao fermentadas com fermento de
padeiro e as fermentadas com massa-méae tém valores muito semelhantes as 4h e as 26h. A
partir das 50h, o pao fermentado com fermento de padeiro comecga a apresentar valores de

firmeza superiores aos da formulagao com massa-mae, e esse aumento mantém-se as 74h.
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Figura 17 - Evolugéo da Coesividade dos pées de formulacées SD1 e F1 (SD1 - massa-mée e 66,67% de
hidratagdo e F1 - fermento de padeiro e 66,67% de hidratacdo) ao longo do tempo de armazenamento. Letras
iguais correspondem a valores que ndo apresentam diferengas significativas entre si (p>0.05).

Pode observar-se na Figura 17 que, apds os valores iniciais de coesividade ja
discutidos anteriormente, nao se verificam diferengas significativas (p>0,05) entre as
coesividades de SD1 as 24h, 48h e 72h. Os mesmo se verifica para as amostras de F1. Ao
longo das 72h, os valores de coesividade das amostras da formulagdo SD1 mantém-se

a
a
I a I
8h 72h

m SD1 (Valores Médios) 0.961 0.934 0.926 0.947
W F1 (Valores Médios) 1.026 0.987 1.059 1.073

sempre superiores aos de F1 (p<0,05).
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Figura 18 - Evolugdo da Elasticidade dos pdes de formulagées SD1 e F1 (SD1 - massa-méde e 66,67% de
hidratagdo e F1 - fermento de padeiro e 66,67% de hidratagdo) ao longo do tempo de armazenamento. Letras
iguais correspondem a valores que ndo apresentam diferencgas significativas entre si (p>0.05).
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Pela Figura 18, pode verificar-se que, tal como acontece no tempo inicial deste estudo,
nao existem diferencas significativas (p>0,05) entre os valores de elasticidade das amostras

ao longo das 72h.
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Figura 19 - Cinética de envelhecimento dos pdes com as formulacbes SD1 e F1 (SD1 - massa-mée e 66,67% de
hidratagdo e F1 - fermento de padeiro e 66,67% de hidratagédo).

Tabela 25 - Parametros da cinética de envelhecimento dos pdes das formulagées SD1 e F1 (SD1 - massa-méae e
66,67% de hidratacdo e F1 - fermento de padeiro e 66,67% de hidratacdo) extraidos das regressées lineares
efetuadas (A — Velocidade de Envelhecimento; B — Firmeza Inicial).

F(N)=At(h)+B A B R?
SD1 0,2516 11,5120 0,9916
F1 0,0782 5,4429 0,9287

A partir dos resultados obtidos, foi também avaliada a cinética de envelhecimento das
amostra das formulagdes SD1 e F1 pela seguinte regressao linear, onde A é a velocidade de

envelhecimento e B a firmeza inicial (Graga et al., 2019):

Firmeza = A XTempo + B

A regressao linear encontra-se apresentada na Figura 19 e os resultados obtidos, bem
como determinacéo dos parametros mencionados acima, encontram-se na Tabela 25. Pelos
parametros apresentados na Tabela 25, pode observar-se que, ndo s6 a firmeza do pao da
formulagcdo SD1 é muito superior a da formulacao F1, também o é a sua velocidade de

envelhecimento, como se pode ver pelo declive da reta da Figura 19. Nao é muita a literatura
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sobre o processo de envelhecimento de pao fermentado unicamente com massa-méae
produzida espontaneamente, em comparacao com pao fermentado com fermento de padeiro.
Em Crowley et al. (2002), ja mencionado acima, ndo ha partilha de informacio sobre a
velocidade de envelhecimento, mas os valores de firmeza ao longo do tempo contradizem os
que se obtiveram neste estudo. Os valores de firmeza das suas amostras de pao fermentadas
com fermento de padeiro e as fermentadas com massa-mae apresentaram valores muito
semelhantes as 4h e as 26h e, a partir das 50h, o pao fermentado com fermento de padeiro
comegou a apresentar valores de firmeza superiores aos da formulagdo com massa-méae, e

esse aumento mantém-se as 74h.

4.9 Medicao da cor do pao

4.9.1 Cor da codea

A cor € um atributo muito importante num alimento e o pao nao é excegao (Martins et
al., 2020). A cor do pao ¢ influenciada pelos ingredientes, bem como pelas reagdes que
ocorrem durante o processo de cozedura. Assim, enquanto coze, e principalmente na cédea,
ocorrem reagdes de Maillard (agucares redutores, aminoacidos e compostos de nitrogénio) e
de caramelizagao (ocorre por aquecimento de hidratos de carbono e agucares redutores) que
sao responsaveis pela cor castanha que se vai formando.

Na Tabela 26 e na Tabela 27 encontram-se os valores dos parametros da cor:
coordenadas cromaticas a* e b*, luminosidade (L*), saturagao da cor (C*s), tonalidade da cor

(hav) e a diferenca total de cor (AE*), para as cbdeas dos paes.

Tabela 26 - Valores dos parémetros L*, das coordenadas a* e b*, saturagdo de cor (C*a) e tonalidade de cor (hab)
das codeas dos paes das diferentes formulagbes (SD1 - massa-mée e 66,67% de hidratagdo, SD2 - massa-méae
e 56,25% de hidratagao, F1 - fermento de padeiro e 66,67% de hidratagao e F2 - fermento de padeiro com 56,25%
de hidratagéo). Letras iguais correspondem a valores que néo apresentam diferencas significativas entre si
(p>0,05).

Formulagao L* a* b* C*ab hap
SD1 51,05 £ 4,57°¢ 9,14 +3,53* 29,71+2,23* 31,25+2,63° 73,20+6,13°
SD2 60,65 t 2,46° 4,55+1,86° 25,64+2,39° 26,08+2,63° 80,18 +3,28°
F1 55,34 +5,15° 8,73 +2,16° 26,77+3,51° 28,27+3,28° 71,68 +5,31"
F2 55,99 +3,43%® 12,93+1,61° 31,15+2,19° 33,78+1,80° 67,38+ 3,49°
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Tabela 27 - Valores da diferenga total de cor das cédeas dos paes das diferentes formulagées (SD1 - massa-mée
e 66,67% de hidratagdo, SD2 - massa-mae e 56,25% de hidratagcdo, F1 - fermento de padeiro e 66,67% de
hidratacdo e F2 - fermento de padeiro com 56,25% de hidratagé&o).

AE*spy1,sp2 AE*spyr1 AE*sp1 k2 AE*spy k1 AE*spy k2 AE*e 52

11,40 5,22 6,39 6,86 11,05 6,09

Ao observarem-se os resultados, tem-se que todos os conjuntos dos valores a* e b*
sdo positivos, estando assim numa regido do espectro com predominancia do vermelho e do
amarelo, respetivamente. A cddea com coloragdo mais escura, isto €, com valor de L* mais
baixo € a de SD1, seguida pelas formulagbes F1 e F2, que ndo apresentam diferengas
significativas entre os seus valores (p>0,05). A amostra com valor de L* mais elevado, ou seja,
com coloragdo mais clara, parece ser a SD2 que, no entanto, ndo apresenta diferencas
significativas (p>0,05) do valor de L* de F2. Os valores de L* para SD1 e F1 parecem estar
de acordo com Rinaldi et al. (2015), que também obteve valores significativamente mais
baixos (p<0,05) para o pao produzido com sourdough.

Quanto a saturagao de cor (C*a) pode verificar-se que as amostras SD1 e F2
apresentam um valor significativamente (p<0,05) mais elevado do que as amostras SD2 e F1,
significando que apresentam uma cor mais viva.

A observacgao dos valores da tonalidade (ha,) € muito interessante, pois verifica-se que
nao ha diferengas significativas (p>0,05) entre as duas amostras de pao elaboradas com
fermento de padeiro (F1 e F2). Todos os valores médios de tonalidade (ha,) se encontram
entre 67,38° e 80,18° o que os coloca na zona do correspondente aos tons amarelos
alaranjados (Compreendendo o Espago de Cor CIE L*C*h, n.d.; MCLELLAN et al., 1995).

Os valores da diferenga total de cor (AE*) entre todas as diferentes formulacdes
(Tabela 27) sao todos superiores a 5 (Mokrzycki & Tatol, 2011), o que demonstra que um

observador consegue identificar duas cores diferentes entre cada um deles (Figura 20).
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Figura 20 - Fotografias da cddea dos pées das diferentes formulagbes (SD1 - massa-mée e 66,67% de hidratacéo,
F1 - fermento de padeiro e 66,67% de hidratagdo, SD2 - massa-mae e 56,25% de hidratagdo e F2 - fermento de
padeiro com 56,25% de hidratacéo, por esta ordem).

4.9.2 Cor do miolo

Na Tabela 28 e na Tabela 29 encontram-se os valores dos parametros da cor:
coordenadas cromaticas a* e b*, luminosidade (L*), saturagdo da cor (C*ab), tonalidade da

cor (hab) e a diferenga total de cor (AE*), para o miolo dos paes.

Tabela 28 - Valores dos parédmetros L*, das coordenadas a* e b*, saturagédo de cor e tonalidade de cor do miolo
dos pées das diferentes formulagdes (SD1 - massa-mée e 66,67% de hidratagdo, SD2 - massa-mée e 56,25% de
hidratacdo, F1 - fermento de padeiro e 66,67% de hidratacdo e F2 - fermento de padeiro com 56,25% de
hidratacdo). Letras iguais correspondem a valores que ndo apresentam diferencas significativas entre si (p>0,05).

Formulagao L* a* b* C*ab hab
SD1 59,28 +2,72*  0,19+0,14° 14,41+0,70°  14,41+0,70° 89,24 +0,53¢
SD2 61,97+2,77°* 0,41+0,13°  13,66+0,65® 13,67+0,65® 88,31+0,51°

F1 56,91+3,52° -1,05+0,17° 9,96 +1,11° 10,02 +1,11° 96,08+ 1,17°
F2 65,00+2,33° -0,68+0,10° 13,40+0,78°  13,42+0,77° 92,91+0,52°

Tabela 29 - Valores da diferenga total de cor do miolo dos paes das diferentes formulagbes (SD1 - massa-mae e
66,67% de hidratacdo, SD2 - massa-mée e 56,25% de hidratacéo, F1 - fermento de padeiro e 66,67% de hidratagdo
e F2 - fermento de padeiro com 56,25% de hidratacéo).

AE*sp1,sp2 AE*spy 1 AE*spyr2 AE*spz 1 AE*spa 52 AE*f1 2

0,81 5,19 5,88 6,43 3,23 8,80
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Os conjuntos dos valores a* e b*, estdo numa regidao do espago de cor com
predominancia do verde e do amarelo, respetivamente, com os valores de a* muito proximos
de zero ou negativos e os valores de b* positivos.

Os miolos com coloragdo mais escura, isto €, com valor de L* mais baixo, sdo os de
SD1 e F1, que nao apresentam diferencas significativas entre si (p>0,05). A amostra com
valor de L* mais elevado, ou seja, com coloragdo mais clara, € a F2 que, no entanto, nao
apresenta diferencgas significativas (p>0,05) do valor de L* de SD2. Ao contrario do que seria
de esperar, as amostras com maior teor de agua na sua formulagéo (SD1 e F1), sdo os que
possuem a coloragéo mais escura (p<0,05). Segundo Rinaldi et al. (2015), isto pode acontecer
devido a existéncia de buracos no miolo que podem afetar a medigao instrumental.

Quanto a saturagdo de cor (C*a) pode verificar-se que as amostras SD1 e SD2
apresentam um valor significativamente superior (p<0,05), significando que apresentam uma
cor mais viva.

Em relacdo aos valores da tonalidade (hab), pode verificar-se que os valores de todas
as amostras sao significativamente diferentes entre si (p<0,05). Todos os valores médios de
tonalidade (ha) se encontram entre 88,31° e 96,08°, o que os coloca na zona do
correspondente aos tons amarelos (Compreendendo o Espago de Cor CIE L*C*h, n.d,;
MCLELLAN et al., 1995).

Os valores da diferenga total de cor (AE*) entre todas as diferentes formulacdes
(Tabela 29) séo bastante variaveis (Figura 21). Assim, pode ver-se que entre o miolo das
amostras SD1 e SD2 um observador ndo consegue perceber a diferenca de cor, pois o valor
de AE* esta entre zero e um. A diferenca de cor entre os miolos de SD2 e F2 ¢ ja notdria para
um observador inexperiente, pois tem um valor entre 2,0 e 3,5. As restantes diferencas totais
de cor (AE*) entre as formulagdes (Tabela 29) sao todas superior a 5 (Mokrzycki & Tatol,
2011), o que demonstra que um observador consegue identificar duas cores diferentes entre
cada um deles (Figura 21).

Figura 21 - Fotografias de fatias dos pées das diferentes formulagbes (SD1 - massa-mée e 66,67% de hidratacéo,
SD2 - massa-mae e 56,25% de hidratagao, F1 - fermento de padeiro e 66,67% de hidratagao e F2 - fermento de
padeiro com 56,25% de hidratagdo, por esta ordem).
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4.10 Determinagao da atividade da agua, do teor de humidade, das

perdas durante a cozedura e do volume dos paes

Os valores da atividade da agua sao todos bastante elevados e proximos de 1 (Tabela
30), como é desejavel. Os valores obtidos sao bastante semelhantes aos medidos por Ayub
et al. (2007) para paes comprados a padarias (entre 0,9425 e 0,9725), por Martins et al.,
(2020) para paes sem gluten com e sem incorporagédo de farinha de bolota (valores entre
0,949 e 0,965) e ao identificado por Luc De Vuyst et al. (2016) como valor tedrico aproximado
para paes de fermentagao natural produzidos em padarias artesanais (valor préximo de 0,98).
Os valores de a, das amostras SD1, SD2 e F1 nado apresentam diferencas significativas
(p>0,05) entre si.

Em relagdo ao teor de humidade (Tabela 30), como seria de esperar, ndo existem
diferencas significativas (p>0,05) entre as formulagbes com a mesma quantidade de agua. Os
valores estdo também de acordo com os encontrados em outros trabalhos (Jitrakbumrung &
Therdthai, 2014; Rinaldi et al., 2015).

Verifica-se que os valores de volume (Tabela 30) especifico dos paes levedados com
fermento de padeiro ndo sao significativamente diferentes entre si (p>0,05) e séo, por sua
vez, superiores (p<0,05) aos dos péaes fermentados com massa-mae. Como seria de esperar,
o volume especifico das formulagdes com o mesmo teor de agua € significativamente maior
(p<0,05) para o pao levedado com fermento de padeiro, tal como se verificou no trabalho de
Rinaldi et al. (2015). Os valores de volume especifico dos paes fermentados com massa-mae
sdo muito semelhantes aos obtidos por Yezbick et al. (2013) nos seus paes enriquecidos com
soja e fermentados também com sourdough (2,2 + 0,1 cm®/g). Curiosamente, o volume da
amostra SD2 apresentou um volume superior (p<0,05) a SD1, apesar de ter sido produzido
com um teor de agua inferior. Tal diferenca pode dar-se ao facto de que, sendo que todos os
restantes procedimentos foram semelhantes, tera que se ter em consideragao que um maior
teor de agua potencia atividade microbiologica (Esener et al., 1981). Assim, pode ter sido
produzido um excesso de acido acético (produzido por bactérias laticas heterofermentativas)
e consequente acidez, que endureceu e encurtou a rede de gluten e potenciou a sua hidroélise
(Rinaldi et al., 2015) no pao SD1. O volume especifico obtido para a formulagdo do pao F1
(3,5 £ 0,2 cm?®/g) foi muito superior (p<0,05) ao obtido para a formulagdo do pao SD1 (1,9 +
0,0 cm®/g) pelo que, apesar de néo ter sido efetuada tal medida, pode extrapolar-se que esta
diferenga ja existiria antes da cozedura da massa. Efetivamente, a um maior volume,
correspondeu também uma massa com maior retengado de ar e, consequentemente, menor
firmeza (Figura 10). Os valores de firmeza dos paes também corroboram esta extrapolagéo

de resultados, uma vez que o pdo SD1 é muito mais firme (p<0,05) que o pao F1 (Figura 13).
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Os valores de perdas durante a cozedura (Tabela 30) sdo muito semelhantes aos
apresentados noutros trabalhos, como em Gracga et al. (2019). Contudo, apesar dos valores
de F1 e F2 nao apresentarem diferengas significativas entre si (p>0,05), estas observam-se
(p<0,05) entre SD1 e SD2.

Tabela 30 - Valores de atividade da agua (aw), humidade, volume, volume especifico e perdas durante a cozedura
dos diferentes pdes preparados (SD1 - massa-mae e 66,67% de hidratacdo, SD2 - massa-mée e 56,25% de
hidratacdo, F1 - fermento de padeiro e 66,67% de hidratacdo e F2 - fermento de padeiro com 56,25% de
hidratagdo). Letras iguais correspondem a valores que nao apresentam diferengas significativas entre si (p>0,05).

. Volume Perdas
~ Humidade Volume oo

Formulagdes aw (%) (cm?) Especifico durante a
° (cm?3g) cozedura (%)

SD1 0,936+0,016° 45,83 +0,50°° 945 + 82° 1,9+0,2¢ 13,0+0,2°

SD2 0,926 +0,007* 45,10 +0,69°* 1060 + 42° 2,2+0,1° 11,6 £0,0°

F1 0,938+ 0,015* 46,72 +1,09° 1510 £ &° 3,5+0,0° 13,8 £ 0,3?

F2 0,917 £0,004°> 43,84+0,85* 1380+ 142 3,3+0,1° 13,3 +0,4%°
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5. Consideracoes finais e perspetivas futuras

Muito embora o pao de fermentagéo natural seja uma técnica milenar, o ecossistema
de uma massa-mae é uma cultura altamente especializada de microrganismos que
determinam a qualidade, estrutura e funcionalidade do p&o produzido. As praticas de fazer e
usar uma massa-mae sao altamente variaveis e subjetivas, e comegcam a acumular-se
evidéncias da grande variacdo das suas caracteristicas microbianas, sensoriais e
tecnolégicas. Neste sentido, tentar compreender as farinhas e praticas tradicionais de gestao
de uma massa-mae e de panificagado, os seus efeitos na ecologia microbiana da massa-mae
€ as caracteristicas sensoriais e tecnolégicas do pao resultante torna-se urgente.

No presente trabalho foi possivel a produgdo de uma massa-mae a partir de um trigo
tradicional portugués, o tripo Preto-amarelo, e acompanhar todo o processo até a sua
maturagdo. Durante o desenvolvimento desta massa-méae, mediu-se o pH e fizeram-se
culturas a partir de amostras colhidas nos pontos-chave, associados as 3 fases do seu
desenvolvimento.

Foi possivel a identificagdo de duas leveduras (Debaryomyces
maramus/Debaryomyces hansenii e Clavispora lusitaniae) e trés bactérias (Pantoea
agglomerans, Pseudomonas poae e Pantoea sp.) no dia O e bactérias do género Ralstonia
sp. nos dias 2 e 11 do processo de producdo da massa-mae e até a sua maturacio. A nao
identificacdo de Saccharomyces cerevisiae e de bactérias laticas indica a possibilidade de (1)
0 numero inicial destes microrganismos ou destes microrganismos em condigbes de
culturabilidade ser baixo nas farinhas, tal como acontece no caso dos vinhos artesanais, e (2)
de ter havido uma perda de capacidade de multiplicagdo durante o processo que leva a que
estejam viaveis e metabolicamente ativos mas nao sejam contabilizados em processos de
identificagdo que implicam um passo de cultura e isolamento. Para obviar a esta questao e
ter um conhecimento mais detalhado da microbiota envolvida, a solu¢cdo podera passar pela
utilizacdo de métodos moleculares que nao implicam o crescimento prévio dos
microrganismos, extraindo o DNA total e sequenciando.

Com os estudos apresentados nesta dissertacdo, pode considerar-se que a
panificagdo por métodos tradicionais com massa-méae tem um forte impacto nas propriedades
reologicas das massas e na aptidao tecnologica dos paes.

A determinagéo das propriedades reolégicas durante a mistura da farinha de trigo
utilizada e da agua, analisadas no micro-doughLAB, permitiu concluir que a utilizagdo de um
maior teor de agua (66,67% em vez dos 56,25% determinados no teste farinografico como
sendo a capacidade 6tima de absorgéo de agua desta farinha), determinado apenas por

caracteristicas sensoriais, como € comum utilizar-se em panificagéo tradicional, deu origem a
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uma massa que nao atinge o valor de referéncia de torque maximo para paes convencionais
(67 mN.m em vez de 130 mN.m), aumentou o tempo de desenvolvimento da massa, mas
também aumentou a sua estabilidade.

Os valores de pH das massas fermentadas com massa-mae (SD1 e SD2) foram muito
inferiores aos das amostras fermentadas com fermento de padeiro (F1 e F2) e com valores
préoximos do pH da massa-mae. Como previsto, a acidez das massas e paes com formulagoes
com massa-mae foram superiores aos valores de acidez das massas e paes com formulagbes
com fermento de padeiro.

A caracterizagdo das massas fermentadas (massa-mae vs levedura comercial) através
do seu comportamento viscoelastico linear demonstrou que todas as massas possuem um
comportamento predominantemente elastico. As massas das amostras com menor teor de
agua (56,25%) foram as que apresentaram maior estruturagao, caracterizada por valores de
modulo elastico superiores. Este facto foi também comprovado pelos valores de firmeza
superiores de SD2 e F2 obtidos com recurso ao texturémetro.

A utilizagdo da massa-mae obtida a partir do trigo ancestral portugués Preto-amarelo
da origem a paes substancialmente mais firmes (com valores médios de 10,882 N para SD1
e 12,545 N para SD2 em comparagao com 4,837 N para F1 e 7,531 N para F2) e com menor
volume especifico (com valores médios de 1,9 cm®/g para SD1 e 2,2 cm®/g para SD2 em
comparagdo com 3,5 cm®/g para F1 e 3,3 cm®g para F2) comparativamente com os paes
levedados com fermento de padeiro, independentemente dos teores de agua utilizados neste
estudo. Como seria de esperar, o teor de agua das massas teve um papel fulcral na textura
dos paes resultantes, com as amostras com menor teor de agua (56,25%, SD2 e F2) a
apresentarem maior firmeza.

No estudo comparativo da cinética de envelhecimento das amostras F1 e SD1 (ambas
com 66,67% de agua), a amostra SD1 produzida com massa-mée destacou-se pela firmeza
muito mais elevada ao longo das 72h e uma velocidade de envelhecimento superior.

A cor da cédea de todos os paes encontra-se na regido do espetro com predominancia
do vermelho e do amarelo e a diferenca total de cor entre as amostras é superior a 5, o que
indica que um observador conseguira distingui-las. Os valores da diferenga total de cor entre
o miolo dos paes com massa-mae e dos paes com fermento de padeiro sao distinguiveis pelo
olho humano.

O estudo da utilizacdo de massas-mae em panificagdo apresenta, contudo, varias
limitagdes. Uma das mais marcantes € a da sua reprodutibilidade ser desafiante. Cada massa-
mae é Unica e as suas caracteristicas microbiolégicas variam no tempo ao longo da sua
existéncia. Assim, mesmo reproduzindo em detalhe um protocolo de um determinado
processo de panificacdo e, mesmo utilizando a mesma massa-mae, o simples facto de ter

modificado o ambiente ou o operador (e as respetivas microbiotas), podera ter um impacto
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significativo na microbiota da massa-mae e, assim, no resultado final. Outra limitacao deste
tipo de estudos prende-se no facto de que todos os processos sao realizados em ambiente
laboratorial, que é bastante diferente das condicdes reais de panificacdo. Apesar disso, é
importante realcar a importancia deste estudo que, apesar das limitagoes, oferece indicagoes
preciosas sobre os efeitos da utilizacdo de um fermento composto por uma microbiota diversa,
face aos da levedura comercial, e sobre os quais existem poucos trabalhos publicados.
Assim, este trabalho, ndo s6 estabelece uma forte ligagédo entre os Universos de
investigagao laboratorial e da panificagéo artesanal, preenchendo uma lacuna existente, como
abre portas para um estudo mais amplo, talvez com uma produ¢do mais alargada de massas-
mae espontaneas, produzidas com diferentes tipos de trigo e outros cereais, ou mesmo com
incorporagao de algo inesperado, como microalgas. Por fim, seria muito interessante poder
fazer-se um estudo alargado e comparativo de massas e paes produzidos com as massas-
mae, incluindo testes nutricionais e de digestibilidade, reoldgicos (massa), de textura (massas

e paes) e parametros de qualidade (paes).
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Anexos

Anexo 1. Microrganismos presentes nas culturas iniciais.

Figura 23 - Fungos contaminantes da mistura de agua e farinha de trigo Preto-amarelo (diluigdo 1077).
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Figura 25 - Fungos contaminantes da mistura de agua e farinha de trigo Preto-amarelo (diluigdo 1077).
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Figura 26 - Fungos contaminantes da mistura de dgua e farinha de trigo Preto-amarelo (diluigdo 10°7).
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Anexo 2. Bandas de ADN obtidas por electroforese em gel de agarose

Figura 27 - Bandas obtidas por eletroforese em gel de agarose do ADN amplificado das leveduras isoladas
Debaryomyces maramus/Debaryomyces hansenii e Clavispora lusitaniae, respetivamente.

Figura 28 - Bandas obtidas por eletroforese em gel de agarose do ADN amplificado dos microrganismos isolados
Pantoea agglomerans, Pseudomonas poae e Pantoea sp., respetivamente.

84



Figura 29 - Bandas obtidas por eletroforese em gel de agarose do ADN amplificado dos microrganismos isolados
do género Ralstonia sp.
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