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Resumo

RESUMO

A indistria da panificagio utiliza normalmente estirpes seleccionadas
de Saccharomyces cerevisiae como agente levedante mas, nos processos
artesanais nomeadamente no fabrico da broa, usa-se um isco ou fermento
que consiste numa por¢do de massa que se guarda da fabricagdo anterior ¢
na qual se conservam e multiplicam as leveduras responsdveis pela
- fermentagdo. Dado o crescente interesse na investigagdo de novas leveduras
de panificag¢do, este estudo teve como principal objectivo o conhecimento e
caracterizacdo da flora de leveduras presente nos fermentos ou iscos
utilizados no fabrico artesanal da broa com vista a uma possivel selec¢io de
estirpes com potencial valor para a inddstria da panificagio.

Para tal, foram recolhidos iscos em 34 locais diferentes,
predominantemente do norte do pais, tendo sido isoladas 95 estirpes de
leveduras e identificadas 75 de acordo com os métodos cldssicos utilizados
na taxonomia de leveduras. As estirpes isoladas pertenciam a nove espécies
diferentes sendo as seguintes as mais representativas: S. cerevisiae, presente
em cerca de 80% das amostras, Pichia membranaefaciens e espécies afins,
Torulaspora delbrueckii, Issatchenkia orientalis, (presentes em cerca de
40%), P. anomala, S. kluyveri (presentes em cerca de 10%), Kluyveromyces
marxianus € I. occidentalis (presentes em 3%). A distribuicdo das leveduras
nos fermentos variou de uma a quatro espécies diferentes por fermento,
apresentando alguns deles mais do que uma estirpe da mesma espécie.
Apenas sete dos fermentos estudados continham uma cultura pura de S.
cerevisiae. AssociacOes de duas espécies diferentes foram encontradas em
48% dos fermentos, 30% apresentavam associa¢des de trés espécies ¢ os
restantes consistiam numa mistura de quatro espécies de leveduras.
AssociagOes de S. cerevisiae e T. delbrueckii, I. orientalis efou P.

membranaefaciens foram as mais frequentes. Todas as estirpes isoladas
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Resumo

foram caracterizadas em relacdo A sua actividade "killer" tendo esta
caracteristica sido detectada em cerca de um quarto dos isolados.

Entre as principais caracteristicas desejdveis numa levedura de
panifica¢do contam-se uma alta actividade glicolitica, rdpida fermentagdo da
maltose, e elevadas actividades quer da invertase quer da a-glucosidase.
Assim, numa segunda fase do trabalho foram seleccionadas as estirpes que
apresentavam maior capacidade fermentativa da maltose e elevada produgdo
de biomassa em diferentes meios de cultura com o objectivo de determinar a

sua capacidade fermentativa nas massas ¢ as actividades especificas da
' a-glucosidase e invertase quando crescidas em diferentes meios de cultura.
A fim de determinar a potencial aplicagdo de estirpes ndo convencionais na
inddstria da panificagdo, além das estirpes de S. cerevisiae foram estudadas
com particular aten¢io as de 7. delbrueckii anteriormente isoladas. Estudos
idénticos foram também efectuados em estirpes de S. cerevisiae isoladas de
fermentos comerciais bem como em estirpes de outras proveniéncias, para
comparagdo dos resultados. Quando as leveduras foram crescidas em meio
Y.P.S. com 2% de sacarose verificou-se que a sua capacidade fermentativa
na massa era semelhante 3 obtida para as estirpes comerciais, apresentando
valores compreendidos entre 350 ¢ 480 ml CO2.3h"1.100g! massa. Os
valores mais elevados foram obtidos para as estirpes DB 42B (IGC 5321) de T.
delbrueckii ¢ DB 56A (IGC 5320) de S. cerevisiae. A presenca de 3% de NaCl
no meio de crescimento estimulou a capacidade fermentativa de algumas
das estirpes 0 mesmo acontecendo quando se adicionou 0,5% de maltose.
Concentra¢des superiores de maltose no meio tiveram, pelo contrario, um
efeito inibitério na capacidade fermentativa das leveduras. No entanto, em
ambos os casos, a biomassa maxima produzida apresentou uma redugdo da
ordem dos 25 a 30% tornando indesejdvel a utilizagdo de qualquer destes
compostos. No que respeita 3 actividade da a-glucosidase e da invertase
todas as estirpes testadas apresentaram valores elevados, registando-se uma
maior actividade com o aumento da concentragio de maltose no meio.
Verificou-se ainda que as estirpes de T. delbrueckii que isoldmos (IGC 5321
[DB 42B]) € (IGC 5323 [DB 62A]) apresentaram sempre actividades mais
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elevadas e tanto maiores quanto maior fosse a concentragdo de maltose no
meio.

Tendo presente que os produtores de levedura para panifica¢do
procuram permanentemente estirpes que apresentem elevada capacidade
fermentativa e que a mantenham, mesmo quando armazenadas a baixas
temperamms, conforme as solicitagGes crescentes da indidstria de panificacdo
(como o uso de massas congeladas), seleccionaram-se com base nessas
caracteristicas, cinco estirpes de S. cerevisiae e trés de T. delbrueckii para

continuacdo dos estudos. No que respeita ao congelamento das massas a
' -20°C constatou-se que apenas as duas estirpes de T. delbrueckii estudadas
mantiveram a capacidade fermentativa e a viabilidade celular apdés
congelamento das massas durante 30 dias, tendo, no entanto, sido detectada
uma diminui¢do na taxa de sobrevivéncia quando a massa foi sujeita a uma
fermentagdo prévia. Apds quatro dias de congelamento, a capacidade
fermentativa diminuia quando se fazia aumentar o periodo de
pré-fermentacdo, excepto nas duas estirpes de T. delbrueckii, que a
mantinham apés 15 dias de congelamento precedido de 2,5 horas de pré-
fermentagdo. As duas estirpes comerciais e as duas estirpes acima referidas,
exibiam um contefido intracelular de trealose superior a 20% (p/p).

Quando comparadas todas as estirpes, nas diversas situagdes
experimentais, os resultados obtidos ao longo deste trabalho, parecem
indiciar a presenga de pelo menos duas, pertencentes a espécie T. delbrueckii
(IGC 5321 [DB 42B]) e (IGC 5323 [DB 62Al]), capazes de conservar elevada
capacidade de producio de CO,, revelando simultineamente altas
concentragdes de trealose intracelular e uma elevada tolerdncia ao
congelamento, indiciando assim, um potencial valor para a panificagdo

industrial.
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Abstract

ABSTRACT

In breadmaking, fermentation by yeasts is of primary importance for
its leavening function and the possible contribution for the production of
desirable flavour éompounds. Although the baking industry generally uses
Saccharomyces cerevisiae, in rural areas in Portugal bread is sometimes
prepared with dough carried over from a previous making. Thus, the main
" objective of this work was to identify and characterize the yeast flora
present in traditional bread doughs in order to select for strains of potential
value for the baking industry.

Thirty-four samples were randomly taken from home-made bread
doughs at different locations in the country or at the same sites but from
bread having distinct organoleptic characteristics and 95 strains were
isolated. Only 75 were identified according to conventional methods used in
yeast taxonomy and nine species representative of the yeast flora were
found. By far, the predominant species, isolated from about 80% of the
samples was S. cerevisiae. Issatchenkia orientalis, Pichia membranaefaciens
and related species and T. delbrueckii were present in ca. 40% of the
samples, P. anomala, S. kluyvery, were present in about 10% and
Kluyveromyces marxianus and I. occidentalis present in 3%. It is noteworthy
that some doughs had very specific yeast populations, some of them having
two or three strains of a single species. All the isolates have been
characterized with respect to their "killer" activity. About one quarter
displayed killer activity, strains of P. anomala showing the broadest spectra.

Among the main characteristics desirable in a baking yeast are a high
biomass production together with a rapid maltose fermentation and high
fermentative capacity. Five strains of S. cerevisiae and three of T.
delbrueckii, selected on the basis of these characteristics were used in this
study. When these yeast strains were grown in a rich medium, Y.P.S. (with
2% of sucrose) and used in the dough, the leavening ability of the yeast cells
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ranged from 350 to 480ml CO,. 3hl. 100g'! dough. These values were
very similar to those showed by the commercial strains and the highest ones
belonged to a strain of S. cerevisiae (IGC 5320 [DB 56A]) and to two strains of
T. delbrueckii (1IGC 5321 [DB 42B] and 1GC 5323 [DB 62A}). When 3% of NaCl or
0.5% of maltose were added to the growth medium, we observed that
fermentative activity was enhanced but maximum biomass decresed about
20 to 30%. The activity of a-glucosidase of the selected strains was studied
in the different growth media and the strains of 7. delbrueckii systematically
showed the highest values. These values increased with the increase of
* maltose concentration in the medium. In what respects invertase and in the
same experimental conditions, strains of T. delbrueckii IGC 5321 [DB 42B] and
IGC 5323 [DB 62A] showed the same pattern,

Manufacturers of baker's yeast are in constant pursuit of strains with
improved dough raising properties and capacity to retain fermentative
ability during storage at low temperature in order to meet baking industry
requirements such as the increasing use of frozen doughs. The same strains
of S. cerevisiae and T. delbrueckii were used in this study. The objective was
to test the influence of dough freezing and storage both on the leavening
ability of the yeast cells and on their viability using two strains of
commercial baker’s yeast as a reference. Most of the studied strains
displayed dough-raising capacities similar to the ones found in baker’s
yeasts. During storage of frozen doughs two strains of T. delbrueckii 1GC
5321 [DB 42B] and IGC 5323 [DB 62A] presented approximately the same
leavening ability for 30 days. Cell viability was not significantly affected by
freezing, but when the dough was submitted to a bulk fermentation before
beeing stored at -20°C there was a decrease in the survival ratio which
depended on the yeast strain. Furthermore, the leavening ability after four
days of storage decreased as the prefermentation period of the dough before
freezing increased, except for strains of T. delbrueckii. These two strains
retained the fermentative activity after 15 days of storage and 2.5 hours of
prefermentation, despite showing a reduction of viable cells under the same

conditions. The intracellular trehalose content was higher than 20% (w/w) in
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four of the yeasts tested: the two commercial strains of baker’s yeast and the
referred two strains of 7. delbrueckii. However, the strains of S. cerevisiae
were clearly more susceptible to freezing damages, indicating that other
factors may contribute to the freeze tolerance of these yeasts.

Summarizing, from the results obtained, we may conclude that two
strains of T. delbrueckii, when compared to all the other strains studied, kept
a strong capacity to produce CO; under all circunstances tested, showed
high intracellular concentrations of trehalose and presented the highest
tolerance to freezing. These properties make them candidates of potential

 value for the baking industry.
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Planificacdo

PLANQ E OBJECTIVOS GERAIS DA TESE

A sensibilidade, que por vezes a realidade nos impde, fez-nos
enveredar por um campo pouco ou nada investigado em Portugal e quase
nada na Europa: o estudo de leveduras de panifica¢do, ndo daquelas que a
industria colocou ji4 no mercado, mas daquelas, que por estarem esquecidas
nas casas mais tipicas portuguesas, ainda ndo tinham sido objecto da
- curiosidade do Mundo da Ciéncia. Embora a inddstria use genericamente a
levedura Saccharomyces cerevisiae, nas 4reas rurais de Portugal, um pédo
especial, feito essencialmente & custa de farinha de milho e centeio, €
preparado com base num isco que foi guardado da prepara¢do anterior,
funcionando como um iniciador ou in6culo do processo fermentativo
seguinte. Este tipo de fermento, um sistema biolégico natural, caracterizado
pela presenca de leveduras e bactérias ldcticas, que convivem numa
associa¢do complexa, é de algum modo semelhante ao que € encontrado no
pdo 4cido ("sour-dough"). Mas, enquanto a microflora do "sour-dough" e o
seu processo de fabrico estio bem documentados na literatura, no caso deste
pdo tradicional de milho e centeio, a informagdo € virtualmente inexistente.
Nio se conhecem a flora de leveduras e bactérias ai presente nem as
possiveis interacgOes entre as diversas leveduras € outros microrganismos,
em particular com as bactérias ldcticas.

Foi em fungido do que referimos que surgiu este trabalho, que teve
como objectivos centrais a recolha dos iscos ou fermentos no local onde
eram fabricados, o isolamento e caracterizagdo das leveduras ai presentes € a
seleccdo de estirpes de leveduras com potencial aplicagdo na induastria da
panificagdo.

Assim, tendo como estratégia de planificacdo as linhas gerais acima
definidas, apresenta-se no primeiro capitulo, apés uma breve nota histérica,
uma revisdo dos conceitos fundamentais ligados a panificagao.
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Uma vez que esta tarefa se iniciou a partir de material inexistente nos
nossos laboratorios, houve necessidade de nos dedicarmos a recolha dos
iscos, feita in loco, em vérios pontos do pais. O segundo capitulo € dedicado
ao isolamento, identificacio e caracterizacdo das leveduras que foram
utilizadas durante o trabalho. Procedeu-se ainda 2 avaliacdo quer da
sensibilidade quer da actividade "killer" das estirpes de leveduras isoladas.

Terminada esta primeira etapa e, com cerca de uma centena de
estirpes isoladas, necessitimos de eleger critérios que nos permitissem uma
primeira escolha daquelas estirpes eventualmente mais adequadas para o
processo da panificagdo. Estes estudos foram desenvolvidos e estdo descritos
no terceiro capitulo. ‘

O primeiro critério utilizado baseou-se essencialmente na capacidade
de fermentacio da maltose, o que nos permitiu reduzir de modo
considerdvel o nimero de estirpes com que passariamos a trabalhar. Fomos,
de seguida, determinar nas leveduras seleccionadas, quer a taxa especifica de
crescimento, quer a biomassa maxima obtida em diferentes meios de cultura.
Outro critério importante de selecgdo das referidas estirpes foi a sua
capacidade de produgio de diéxido de carbono nas massas, em comparagio
com a mesma aptidio encontrada nas estirpes comerciais de panificagdo.

Porque, no decorrer deste trabalho, algumas das estirpes
experimentadas se mostraram de evidente interesse no dominio da
panificacdo, fomos ainda determinar a actividade especifica de enzimas cuja
actividade €& considerada importante em estirpes de panificagdo: a
a-glucosidase e a invertase. Estuddmos ainda o efeito da adigdo de cloreto
de sédio e da fonte de carbono do meio de crescimento na capacidade

fermentativa das leveduras na massa.

A avaliagiio da capacidade fermentativa das leveduras seleccionadas,
em massas congeladas a -20°C, durante periodos de tempo varidveis, bem
como a sua aptiddo para a produgio de CO, em massas sujeitas a uma
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fermentacdo anterior ao congelamento, foram alvo dos estudos realizados e
descritos no capitulo quatro.

Detectados alguns dos muitos problemas relacionados com o
congelamento das massas e com os periodos de pré-fermentagio,
indagdmo-nos sobre as causas subjacentes a tais processos, que permitiam
que um conjunto de leveduras se apresentasse resistente ao congelamento e
mesmo a periodos varidveis de pré-fermentacdo, enquanto outro fosse
extremamente sensivel a0 congelamento e/ou a um periodo de fermentagao
prévio. Recorrendo 2 literatura que tinhamos ao nosso alcance, verificimos
., que em Saccharomyces cerevisiae, a acumulagdo de um dissacarideo nio
redutor isomero da maltose, a trealose, apresentava, de um modo geral, uma
correlagdo positiva com a resisténcia a tensio térmica, sugerindo que a
trealose pudesse ser um agente protector que contribuia para a tolerdncia ao
congelamento. Assim, determindmos o conteiido intracelular de trealose,
numa tentativa de encontrar alguma correlagio entre a referida concentragio
desse dissacarideo e a capacidade fermentativa, nas estirpes seleccionadas.

Finalmente, no capitulo cinco, apresentam-se as consideragdes gerais
decorrentes do trabalho experimental desenvolvido, procedendo-se a uma
discussdo global dos resultados obtidos. Referem-se ainda algumas das
possiveis linhas de investigagdo que ao longo desta tese foram surgindo

como perspectivas de trabalho a desenvolver no futuro.
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1. NOTA HISTORICA

Sendo um dos mais velhos processos biotecnoldgicos de producdo
de alimentos, a panificagdo, que remonta 3 mais profunda antiguidade
valendo-se da utilizacdo da fermentagdo alcodlica, reivindicard hoje, sem
divida, alguns direitos antecedentes, numa época em que as biotecnologias
e as suas aplicagoes dominam as inddstrias agro-alimentares. Faltam as
referéncias bibliogrificas, j4 que nos remontamos a tempos em que, talvez
~ por obra do acaso, alguém teria abandonado uma massa num ambiente
fresco e himido e, passado algum tempo, teria tido a surpresa de encontri-la
aumentada, macia e de cheiro agraddvel. Qual n3o seria hoje o espanto
daquele antigo padeiro, que cozia esta massa sobre a pedra, ao verificar que
aquele alimento iria conhecer um sucesso tdo grande junto do publico, que
nenhum tecnologista actual ousaria esperar para qualquer novo produto...

Segundo a Biblia, os Hebreus (2000 a. C.) utilizavam jé diversos
tipos de farinhas provenientes de cereais, conhecendo a técnica de fabrico
do pdo por levedagdo (Bauer e Czuppon, 1995). Foram em seguida as legibes
romanas que ensinaram aos Gauleses as técnicas de panificagdo aprendidas
com 0s gregos, técnicas essas que os gregos ja tinham por sua vez herdado
dos Hebreus (Bervas er al., 1991). Desde esta origem longinqua, até A época
moderna, a panificagdo foi evoluindo, com a introdu¢do de fermentos, que
mais nio eram do que uma pequena parte da massa da fabricacdo
precedente.

Von Stokar (1956) refere pinturas murais no Egipto que indicam que
fermentos 4cidos eram usados no Séc. XIII a. C.. Pederson (1971) diz
existirem em Roma cerca de 250 padarias no ano 100 a. C. e cerca de 40 em
Pompeia, quando o Vestivio a destruiu em 79 a. C..

Segundo Rohrlich (1976), 0 uso de fermentos dcidos divulgou-se na
Alemanha entre o Séc. I e VI a. C., usando centeio e cevada como matéria
prima. Entdo, cerca de 1510 leveduras provenientes da fermentag¢do da
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cerveja foram adicionadas ao fermento 4cido, de modo a aumentar a
producdo de gds durante a fermentagdo (Evans, 1990; Récken ¢ Voysey, 1995).

Ignorava-se, como é evidente, toda a composi¢do microbiana dos
fermentos. Sabe-se, no entanto, que os artifices Gauleses procuraram
melhorar as tecnologias de fermentagdo. E conhecida a excelente reputagdo
do sabor‘ e leveza do pdo gaulés, fermentado com adi¢do de termentos
provenientes da cerveja. Estas primeiras incursdes, utilizando a levedura de
cerveja na panificacdo (que na época medieval e mesmo depois, se podia
adquirir nas cervejarias), perdeu-se logo a seguir a Idade Média.

S6 no fim do Séc. XVII apareceu a levedura de panificagido,
levedura que se introduziu, em associagdo, no fermento tradicional,
independentemente das autoridades médicas da €poca a considerarem
nociva para o consumidor (Bervas er al, 1991). A producdo especifica de
leveduras para padaria teve inicio na Europa entre os fins do Séc. XVII e o
inicio do Séc. XIX, num processo nio aerébio, de baixo rendimento, em
que as leveduras cresciam numa massa de cereal (Evans, 1990). Wolffin (1894)
¢ considerado o primeiro investigador a demonstrar a existéncia de bactérias
lacticas e leveduras nesses fermentos e a associar a acidificac¢do com o
metabolismo bacteriano (Récken e Voysey, 1995). ‘

Cerca de 1840, em Franga, um padeiro introduziu a levedura como
tnico agente de fermentagdo. A selec¢do de leveduras especificas para a
panificagio, usando culturas puras, crescidas em meios com oxigenacdo
eficiente durante a duplicagio, com adigdo de uma fonte de carbono (a
técnica de "fed-batch"), originou um grande aumento na qualidade e na
quantidade da produgio durante os 100 anos seguintes. S6 em 1870 se criou
a primeira fibrica para a produgdo industrial de levedura de padeiro. Mas,
foi certamente a Primeira Guerra Mundial que, infelizmente, mais contribuiu
para a difusdio das técnicas de panificacdo com levedura. A falta de grio fez
substituir a pasta de cereal usada inicialmente para o crescimento das
leveduras, por melago de cana ou beterraba (muitas vezes uma mistura dos
dois), que além de mais barato, era de mais facil armazenamento ¢ uso
(Evans, 1990). Técnicas de operagdo simples, fizeram assim desaparecer uma
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geracdo de padeiros peritos na arte de trabalhar os fermentos, utilizando a
cerveja fermentada.

Em Portugal, como na maior parte da Europa Ocidental, o fabrico
industrial de pdo, recorrendo ao uso de levedura de panificagdo
comercidvel, também ocorre em pleno Séc. XIX. Contudo, ainda hoje €
notdvel a quantidade de "pdes caseiros", conhecidos nalguns locais por
broas, que se fabricam de Norte a Sul de Portugal. Os métodos envolvidos
em tal fabrico sdo diferentes, tanto quanto o sd0 a composicdo das farinhas
utilizadas ¢ os fermentos, também designados por iscos. No que respeita as
- farinhas, a variedade (principalmente milho, trigo e centeio) e a
percentagem em que cada uma entra na elabora¢do de determinado pdo, €
extremamente varidvel, dominando, como seria de esperar, aquela que
resulta do cereal mais abundante na regido sendo, apesar disso, possiveis
todas as combinag¢des (Monteiro, 1950; Almeida e Pais, 1996a).

Hoje, quem trabalha com leveduras de panificacdo, tem de se
defrontar com o impacto de novas tecnologias, com processos
computorizados de controlo, de manipulagio genética, bem como com um
nimero crescente de problemas relacionados com a qualidade, prego e
acesso aos nutrientes. Tanto os fabricantes quanto os padeiros tém cada vez
mais de satisfazer um pablico que procura alimentos diferenciados e
considerados saudiveis, sem esquecer a pressdo exercida quer pela moda
quer pelas proprias técnicas publicitdrias.

2. A IMPORTANCIA DO PAO

Nos nossos dias, o pdo € um alimento base de grande parte da
populacdo mundial dado, quer o seu intrinseco valor energético e proteico,
quer as possibilidades que apresenta de ser consumido sob diversas formas,
com outros alimentos. Mais de metade do total de calorias que s3o ingeridas
pela populacdo humana provém do trigo. Apesar deste poder ser utilizado
de formas diversas, 0 que se destina ao consumo humano € convertido em
farinha para ser panificdvel. A variedade de pdes hoje disponiveis, baseia-se
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essencialmente no uso de farinhas de trigo e centeio. Outros tipos de pdo,
feitos A custa ndo s de trigo mas de mitho e outros cereais, como a cevada ¢
a aveia, representam cerca de 21% do total do pdo fabricado. Apesar dos
produtos de panificagio serem produzidos e consumidos na maior parte dos
paises do mundo, existe uma variacio considerdvel nos produtos de
paniﬁcagéo dos diferentes paises ¢ nido raras vezes de regiio para regido
dentro do mesmo pais.

H4 caracteristicas distintas nos diversos tipos de pdo: a primeira € a
fermenta¢io — existe pdo ndo fermentado, fermentado com levedura (caso
 mais generalizado em Portugal), fermentado quimicamente ou ainda
levedado por acgdo de bactérias. Qutra, é a propria formula ou receita: em
quase todo o mundo a maior parte do pdo € fabricado a4 custa de uma
mistura de farinha, dgua, levedura e sal, enquanto alguns contém ainda
quantidades aprecidveis de outros ingredientes como gordura, ovos e leite.
Outras caracteristicas como a forma e o tamanho, o volume especifico (que
varia desde um pido de baixa densidade e elevado volume — pdo fabricado
por exemplo na América do Norte, até um pdo denso e escuro, tipico da
Europa Central), as caracteristicas da crosta e as do proprio miolo, sdo
aspectos importantes na avaliacdo da qualidade do pdo (Ponte ¢ Reed, 1982).

A taxa de extrac¢@o da farinha de trigo é, igualmente, de primordial
importincia na defini¢do das propriedades do pdo. Um maior conteido em
cinzas, e capacidades de expansdo e tampdo, em farinhas de clevada taxa de
extrac¢do, afectam a actividade bioquimica da flora que intervem na
fermenta¢do ¢ na qualidade da panificagdo. Diferencas nas variedades de
trigo ¢ na qualidade da farinha, alteram também a capacidade das bactérias
quando utilizadas como iniciadores do processo fermentativo (Martinez-Anaya
et al., 1995). Parece-nos licito referir que a qualidade no fabrico de pdo,
aceitdvel para fins comerciais € definida dentro de limites estreitos, numa
larga gama de propriedades fisicas, quimicas e reoldgicas do trigo (Horimoto
et al., 1995).

Do que atris foi referido decorreu a necessidade de desenvolver
novas técnicas que possibilitassem o desenvolvimento e melhoramento da
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indistria de panificagio. Assim, para consumar tais caréncias a investigagdo
orientou-se no sentido de atingir objectivos tais como: melhorar o sabor dos
produtos de panificagdo, contribuir para aumentar 0 seu valor nutritivo,
aumentar o volume da massa em consequéncia da produgﬁo de di6xido de
carbono dimanado da fermentagdo dos hidratos de carbono da farinha,
promovei' uma melhor estrutura e textura da massa em consequéncia do
desenvolvimento de malhas proteicas resultantes em boa parte da expansdo

dos alvéolos gasosos (Burrows e Harrison, 1959).
3. APANIFICACAO

De um modo muito simplificado podemos assumir que a panifica¢ao
mais ndo é do que a transformacgdo da farinha em pdo. Tal alteragdo implica
a adicdo de quantidades de 4gua perfeitamente determinadas e, de um modo
geral, de um agente levedante. Estes ingredientes sio entdo correctamente
misturados ¢ deixados a levedar até se considerar que a referida massa estd
pronta a ser moldada da forma desejada e cozida em forno apropriado até se
obter 0 p30 (Contamine et al, 1995). E da qualidade da farinha e da
fermentagdo sofrida pela massa que mais depende a qualidade do pdo obtido
(Monteiro, 1950). Sendo as farinhas tdio importantes para o processo de
panificagdo € sobre a sua constituicdo e propriedades que falaremos em
primeiro lugar.

3.1. CONSTITUICAO E PROPRIEDADES DAS FARINHAS

As farinhas, resultantes da moagem de grios de diversos cereais,
obtidas com maior ou menor grau de extraccdo, sio a base do fabrico de
qualquer tipo de pao. Como ji foi referido, o trigo € o cereal mais utilizado
em tal fabrico. Ndo devemos, no entanto, deixar de chamar a atencdo para a
importincia crescente do mitho, do centeio, da aveia, da cevada ¢ mesmo da
soja no fabrico destes produtos. Este aspecto torna-se tanto mais relevante,

quanto mais relacionarmos o fabrico do pdo com a predominincia de um
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cereal numa regido, levando ao aparecimento de paes e broas com texturas ¢
propriedades organolépticas caracteristicas. O trigo € outros cereais tém
como componente principal pequenos granulos de amido além de proteinas
e gorduras (Morgan er al., 1992). Uma amostra tipo de farinha de trigo contém
cerca de 80% de amido, 14% de proteinas, 4 a 5% de lipidos € 2% de outros
hidratos de carbono (Petrofsky ¢ Hoseney, 1995). A farinha possui também um
grau de humidade que varia, de um modo geral entre 10 e 15%.

Amido e outros hidratos de carbono

O amido é uma mistura de dois polissacarideos, amilopectina e
amilose, que no trigo se apresentam numa gama de 73-83% e 17-27%
respectivamente. Qualquer destes polissacarideos € formado exclusivamente
por residuos a-D-glucopiranosil, na maioria unidos por ligagbes 1->4. Na
amilopectina, em cerca de 5-6% dos residuos estabelecem-se ligagdes 1-»4,
bem como ligacoes tipo 1->6 favorecendo esta organizagdo a criagio de uma
estrutura altamente ramificada. Em contraste, a amilose é um polimero
linear. A amilopectina possui um elevado grau de polimeriza¢do com pesos
moleculares na gama dos 10° a 102 daltons (Morgan er al.,, 1992). O amido dos
cereais ndo pode ser considerado um sistema isolado, uma vez que
amilopectina e a amilose s3o branqueadas a partir dos grinulos danificados ¢
entram em contacto directo com as proteinas € outros componentes como as
gorduras e as fibras. Estes componentes, mesmo em pequena quantidade,
sd0 relevantes para a textura do produto final (Eynard er al., 1995).

O amido no pao € mais extensa e rapidamente hidrolizado do que
quando se encontra na farinha ou na massa, se¢ bem que ndo se tivessem
encontrado diferengas significativas na fermentacdo convencional com
leveduras em qualquer das variedades de trigo. O pao que sofreu
fermentagdo 4cida apresenta inicialmente uma amilase lenta, embora 0 nivel
final atingido seja 0 mesmo que o obtido para o pao feito da mesma farinha,
pelo método convencional de fermentagdo por leveduras (Eynard er al, 1995).

Dos outros hidratos de carbono que fazem parte da constituicdo das

farinhas, os agicares, nomeadamente, a glucose, a sacarose € a maltose
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existem numa percentagem de 1 a 2%. A celulose, os sais minerais e as
gorduras, no seu conjunto representam 5%.

Proteinas

O gliten (mistura de gliadina e glutenina), corresponde a 8 - 15% da
farinha, sendo a proteina que constitui a fraccdo predominante e que
controla as propriedades viscoeldsticas das massas feitas a custa de farinha de
trigo (Petrofsky e Hoseney, 1995). E constituido por particulas coloidais que, em
contacto com a dgua, formam uma substincia gelatinosa dotada de
~ elasticidade e temacidade notdveis. Estas propriedades fisicas do gliten
dependem, quer da qualidade do trigo donde provém, quer da conservagdo
da respectiva farinha, verificando-se que a tenacidade varia em sentido
inverso em relacdo a elasticidade e que, na massa, a tenacidade vai
diminuindo com o tempo, enquanto a elasticidade aumenta, até se atingir
um ponto em que ambos os pardmetros diminuem, tornando-se a massa
cada vez mais pldstica. Também o modo de distribuicdo das proteinas
poliméricas (com ligagdes bissulfeto entre cadeias), tem um efeito positivo
nos pardmetros eldsticos das farinhas de trigo. Espera-se que as amostras
com percentagem elevada de grandes polimeros tenham uma maior
resisténcia (elasticidade) e requeiram um periodo de amassadura mais longo
do que as que possuem uma menor propor¢do (Gupta et al, 1993). Os
conhecimentos actuais indicam que as subunidades de glutenina da proteina
polimérica, de elevada massa molecular relativa (Mp) desempenham um
papel primordial na determinacdo das propriedades funcionais da farinha.
(Bekes et al., 1994).

Entre os outros constituintes da farinha, que se destacam mais pela
sua importincia do que pela sua quantidade, estdo as enzimas « €
p-amilases.S3o constituintes integrantes das farinhas e estdo directamente
envolvidas na hidr6lise do amido, em dextrinas ou mesmo em unidades de

maltose, posteriormente usadas no processo fermentativo.
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Lipidos

As reservas lipidicas do trigo sdo triacilglicerois. Pequenas
quantidades de diacil, monoacilglicerois e dcidos gordos livres, podem ser
quer intermedidrios na biossintese de triacilglicerois, quer produtos de
degradagio produzidos por accdo das lipases. Estes lipidos sao
colectivamente  denominados  apolares, embora  alguns  sejam
moderadamente polares. Os outros lipidos do trigo (glicolipidos ¢
fosfolipidos, também lipidos polares) sao estruturais encontrando-se em
vérias membranas e organelos. Os lipidos do endosperma também se
costumam dividir em ndo-amidicos, que afectam as propriedades da farinha
de trigo durante a panificagdo, e amilo-lisofosfolipidos, que ndo afectam tal
processo (Gan et al., 1995).

3.1.1.0S ADITIVOS INCORPORADOS NAS FARINHAS

Nio pensemos, no entanto, que a qualidade do pdo que ingerimos
depende em exclusivo de uma farinha resuitante da moagem de um cereal,
contendo os niveis inerentes de enzimas amiloliticas e outros compostos
essenciais 3 panificacio (Patterson e Damoglou, 1986; Scott e Kanhere, 1995; Scott et
al., 1995). Na sequéncia do que jd foi referido, compreende-se que se venha
adicionando as farinhas compostos de ordem véria, que de algum modo
melhorem  alguma(s)  caracteristica(s) desejdveis  nesses produtos
imprescindiveis 2 panificacdo. Tais substincias sdo genericamente
conhecidas como aditivos e entre eles contam-se diferentes tipos de enzimas
e vitaminas bem como os chamados melhorantes e surfactantes.

As enzimas
A suplementagdio com a-amilase fiingica proveniente de Aspergillus
oryzae, A. niger ou A. awamori é frequente sendo numerosos os efeitos e a
influéncia dessa adigdo. As misturas de enzimas fingicas contém niveis mais
elevados de glucoamilase do que o proprio cereal ou preparagdes de amilase

a partir de bactérias. Este aspecto torna-se relevante quando a férmula da
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massa ndo contém agdcar e quando as leveduras apresentam baixa
actividade da maltase. A hidrélise de dextrinas origina maltose e glucose que
‘mantdm a taxa de fermentacdo, a0 mesmo tempo que se produz agucar
adicional no produto final. A actividade da o-amilase faz baixar a
viscosidade da massa a0 mesmo tempo que afecta a sua suavidade. A textura
do miolo é também influenciada pela quantidade e tipo de a-amilase
presente na massa (Ponte e Reed, 1982).

A escala comercial também sdo adicionadas 3s massas enzimas
proteoliticas, estimando-se que dois tergos do pdo branco fabricado nos
Estados Unidos seja tratado com enzimas derivadas de A. oryzae. A
protedlise durante a fermentagio origina cadeias mais curtas de proteina que
se reagrupam sob a forma de lengol, num filme proteico. Como
consequéncia, o tempo necessdrio para atingir o mdximo de extensibilidade
diminui. Niveis apropriados de proteinase fiingica tornam por um lado as
massas menos susceptiveis aos danos causados pela maquinaria envolvida na
panifica¢do e, por outro, promovem um aumento de volume e melhor
simetria da massa. As proteinases provenientes de fungos e de bactérias
suavizam o gliten durante a fermentagio, proporcionando um balang¢o
correcto entre a extensibilidade e a elasticidade nas massas quebradigas (Ponte
‘¢ Reed, 1982).

A enzima lipoxigenase, constituinte menor da farinha de trigo, mas
‘abundante na farinha de soja, mimetiza o efeito oxidante da levedura na
massa fermentada. O seu efeito s6 ocorre enquanto o oxigénio se estd a
misturar com a massa. Para além deste efeito, esta enzima também aumenta a
resisténcia ao colapso ¢ inverte o efeito negativo da presenga de compostos
activos de dupla ligagdo e rdpida actividade oxidante. Verificou-se ainda
que tanto a levedura como a lipoxigenase tém efeitos semelhantes nas
propriedades reolégicas das massas. Distinguem-se pelo local € modo como
actuam: a primeira exerce a sua ac¢io durante a fermenta¢do, através da
fracgdo soltivel da farinha em 4gua; a segunda actua durante o periodo de
mistura, necessitando da presenga de oxigénio (Kerm es al., 1992).

14



Introdugdo geral

As vitaminas

Para além das enzimas, qualquer que seja a sua origem, as vitaminas
s30 igualmente adicionadas as farinhas com vérios intuitos. Por exemplo,
caréncias nutricionais das populagdes tém levado 4 inclusdo nas massas de
vitaminas do complexo B (Menz er al., 1995).

Existem vitaminas anti-oxidantes, consideradas agentes reguladores
de reac¢des oxidativas que decorrem no organismo, que reduzem o risco de
doengas degenerativas. A incorporacdo de tais vitaminas (E, C e precursores
de vitamina A) no pdo é, entdo, importante. Dado que o trigo e outros
cereais, apenas possuem tragcos de P-caroteno, tudo indica que as farinhas
devam também ser enriquecidas em tais vitaminas (Ranhotra er al., 1995). Na
Europa, a situagio relativa ao enriquecimento do pdo em vitaminas € muito
varidvel de pais para pais, havendo mesmo casos, como a Franga, que
proibiram esta prética (Ponte e Reed, 1982).

Os melhorantes
Os melhorantes actuam oxidando o ghiten da farinha, produzindo
uma massa proveniente da fermenta¢do por leveduras, mais apta a reter o
di6xido de carbono, induzindo-lhe um maior volume final (Ponte ¢ Reed,
1982). Entre as principais substincias methorantes contam-se o bromato de
potassio, 0 propionato, o bicarbonato de sédio, o 4dcido citrico e ainda fontes
de nitrogénio assimildveis, que podem também contribuir para aumentar a

taxa de fermentagao.

Os emulsionantes
Entre as tecnologias bdsicas usadas na producdo a escala industrial de
alimentos fermentados por leveduras, estd 0 uso de emulsionantes. O modo
como estes compostos quimicos aumentam a superficie de contacto entre as
diferentes fases envolvidas, tem vindo a ser estudado utilizando vdrias
técnicas, que indicam que os emulsionantes reagem de um modo especifico
com os diferentes componentes da farinha (Hshnel er al, 1995). Os

emulsionantes mais conhecidos e utilizados sio 0 monoéster diacetiltartirico
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de glicerol (DATEM), o estearoil-2-lactilato de sédio (SSL), o
monoestearato de glicerol (GMS-90) e o L-ascorbil-6-palmitato (AP).

A adicdo de DATEM A massa para producdo de pdo ou de produtos
de panificagdo mais finos é comum porque se obtém um volume bom e
constante, um miolo fino ¢ uma taxa reduzida de secagem. Esta vantagem
tecnol6gica de uma prolongada estabilidade p6s-fermentagdo é conhecida e
usada hd décadas, no fabrico desses produtos (Hansen ¢ Hansen, 1994).

Vérios autores verificaram que a adicdo de qualquer dos
~ emulsionantes provocava um enorme aumento na qualidade do pdo, mas
diminuia a suavidade do miolo e que a adi¢do destes compostos em baixas
concentracdes melhorava a suavidade e aumentava substincialmente a
qualidade do produto final (Farvili es al.,1995; Toufeili er al, 1995. O modo
como actuam os emulsionantes foi estudado utilizando vérias técnicas
(reflexdio de infravermelhos (IR); espectroscopia infra-vermelha de alta
resolugdo), que evidenciaram a especificidade com que os emulsionantes
reagem com os diferentes componentes da farinha de trigo (Héhnel er al.,
1995).

Os surfactantes

Os surfactantes, usados sézinhos ou em combinagdo, melhoram a
qualidade das farinhas e do pdo correspondente, uma vez que funcionam
como agentes de floculagdo. Certos surfactantes como a triestearina t€m
efeitos semelhantes aos da adi¢do de gordura, provocando o aumento do
volume panar; a sua forma mais eficaz € a de monoglicerideo hidratado, que
reduz a firmeza do miolo ao contririo do que acontece com a adi¢do de
gordura, levando a supor que é diverso o modo como actuam estes dois
lipidos na referida firmeza (Roach e Hoseney, 1995). H4 ainda outros trabalhos
que indicam que a incorporagdo de gorduras e combinag¢hes de gordura-
surfactante podem ter efeitos diversos: a adi¢do de gordura ndo afecta nem a
capacidade de ligar 4gua, nem o contelido de amilose do amido solivel. No
entanto, ambas as propriedades ficam minoradas na presen¢a de surfactantes
(Toufeili er al., 1995).
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3.2. AMASSA PANAR E O SEU DESENVOLVIMENTO

A amassadura corresponde 3 etapa em que farinha e 4gua juntamente
com incorporantes que ai se dissolvem ou dispersam sdo trabalhados,
originando uma mistura com caracteristicas proprias. As substincias que s3o
normalmente incorporadas sio o sal e o fermento. Este dltimo tanto pode
provir de pasta de levedura prensada como de um isco, também conhecido
por fermento ou levedo. As leveduras seleccionadas especificamente para a
panificagdo industrial sdo culturas puras, quase exclusivamente de estirpes
de S. cerevisiae. Sio crescidas em meios com oxigenagdo eficiente durante a
duplicagdo, com adicdo de uma fonte de carbono, originando uma
produgdo rendivel quer no que respeita 4 qualidade quer no que se refere a
quantidade (Oda e Ouchi, 1989).

Logo que se inicia o processo de mistura que precede a amassadura
entram em acgdo as enzimas amiloliticas da farinha. O amido é decomposto
em dextrinas pela a-amilase e estas em maltose em resultado da presenga da
B-amilase. Cada molécula de maltose pode ser decomposta em duas de
glucose na presenga da a-glucosidase, processo que deve ocorrer, mesmo
em escala reduzida, na massa panar. A levedura ndo tem poder amilolitico,
apesar de, no caso de adaptagdo, poder atacar dextrinas. Aceita-se, no
entanto, que as bactérias apresentem actividade amilolitica sobre a massa
panar, podendo deste modo auxiliar a fermentacdo (Burrows, 1970). De um
modo sucinto podemos dizer que os fen6menos que ocorrem na massa
panar s30 causados, em grande parte, pelos microrganismos nela contidos
e/ou tém origem na composi¢io da farinha.

A libertacdo gasosa na massa decorre da fermentagdo alcoodlica.
Ocorre, desde o inicio da forma¢do da massa, por acgdo das leveduras
provenientes da pasta comercial ou do isco, sobre os agiicares da farinha,
libertando-se CO, que fica retido no interior da massa ¢ lhe confere uma
estrutura esponjosa . A retengdo do gds na massa deve-se a tenacidade do
gliiten, provocando um aumento do volume da massa & medida que a
quantidade de gds produzido vai aumentando. Atingido o limite de
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elasticidade do gliten, os alvéolos gasosos rebentam, o di6xido de carbono
comega a escapar-se, a massa cessa de crescer mas a produgdo de CO,
continua. Gastos os aglicares mais simples existentes na farinha (glucose,
frutose, sacarose e maltose), produzir-se-4 maltose a partir de dextrinas ¢
amido, impedindo a paragem da fermentagdo por esgotamento dos agiicares
iniciais (Akdogan e Ozilgen, 1992). Sendo o objectivo da fermentagdo panar a
produgio de didxido de carbono, facilmente se deduz que quanto maior for
a razdo gis libertado/agiicar consumido, melhor serd a levedagdo e
consequentemente a levedura usada para esse propdsito.

Embora a taxa de fermentacdo de cada aglicar assimildvel seja
semelhante na maior parte das leveduras de panifica¢do, ocorre uma lenta
diminuigdo dessa taxa nos casos em que a quantidade de maltase constitutiva
¢ insuficiente para permitir uma transi¢do rdpida do uso de monossacarideos
como a glucose, presentes desde o inicio na massa, para a maltose produzida
mais tarde. Durante o periodo de adaptagio ao agiicar mais recente, pode
ocorrer uma diminuicdo considerdvel na taxa de fermentagdo, seguida de
um regresso a taxa normal.

A panificagdo propriamente dita baseia-se no aquecimento e
simultinea transferéncia de massa que causa um aumento progressivo da
temperatura e desidratagdo do produto. Estes fenOmenos determinam a
cinética de uma série de reacghes quimicas complexas (aumento de volume,
gelatinizacdo do amido, desnaturagdo do gliten e aquisicio da cor
acastanhada a superficie) responsdveis pela formacdo do miolo e da crosta
do pdo, que apresenta caracteristicas sensiveis na textura, fragilidade,
coloragio da superficie € aroma (Zanoni et al., 1995).

Existem virios métodos utilizados na producio de pdo, que vio
desde os industriais até aos mais tradicionais. Referiremos de seguida alguns
dos principais processos industriais de fabrico do p#o. Quanto aos métodos

tradicionais serdo descritos em pormenor no Capitulo 2.
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3.3. PROCESSOS INDUSTRIAIS DE PRODUCAO DE MASSA PANAR

3.3.1. MASSA POROSA OU ESPONJOSA ("sponge dough™)

Este método foi introduzido durante os anos 20 e € hoje um dos
mais usados na indistria de panificagdo. A sua rdpida aceitagdo deve-se, em
parte, ao facto de produzir um aroma ¢ paladar no pdo, geralmente
considerados superiores quando comparados com pdes fabricados através de
outros métodos (Ponte e Reed, 1982). De acordo com os autores citados este
~ processo envolve etapas distintas a referir;

a. A primeira corresponde & mistura de um "starter”, constituido por
alguma farinha, 4gua, levedura e nutrientes com cerca de 65% do total da
farinha necesséria ao fabrico. Este periodo € curto e tem como objectivo a
uniformiza¢io dos ingredientes. Esta massa, j4 esponjosa, vai entdo ficar
sujeita a férmentagio em ambiente controlado (passando-se de 25°C para
perto de 31°C), aumentando quatro ou cinco vezes o volume, em resultado
da producgido de COs,.

b. Finalizada a fermentagdo, a massa & transferida para um-
misturador e a farinha e dgua restantes sd3o adicionados. No misturador,
origina-se uma massa macia e coesa, caracterizada por um aspecto brilhante.
Ap6s a adi¢do da 4gua e fornecimento de energia, as proteinas do trigo e os
lipidos formam o gliten, que corresponde 3 fase continua da massa € possui
propriedades como a de formar uma pelicula e reter o gis. Como as
leveduras libertam CO», este gis difunde-se para as vesiculas ja formadas; a
massa, fun¢do da natureza particular do gliten, é capaz de reter este gas e
portanto levedar. A massa j4 misturada é deixada a repousar durante 20 a 30
minutos. Durante este periodo, recupera do "stress" mecanico, para ser capaz
de continuar as etapas seguintes.

¢. Logo em seguida a massa € dividida em porgGes com 0 peso €
volume desejados e é deixada a repousar durante alguns minutos, periodo
designado por permeabilizacdo intermédia, cujo objectivo € compensar a
perda de algum gis na fase anterior. ‘
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~ d. Segue-se a moldagem das por¢des da massa, ¢ a sua colocagdo em
unidades de fermentagdo (caixas de impermeabiliza¢do), a que corresponde
o tltimo periodo de fermenta¢do anterior & cozedura.

e. Os pldes impermeabilizados sd3o entdo colocados no forno,
verificando-se uma expansdo no interior do préprio forno ("oven spring").
O vapor de 4gua ¢ os vapores de 4lcool contribuem para esta expansio. As
enzimas estdo activas até que o pdo atinja cerca de 75°C; a esta temperatura
o amido gelatiniza e a estrutura da massa solidifica. Quando a superficie do
pao atinge 130°C-140°C, os aglicares e as proteinas soliveis reagem
quimicamente, produzindo uma crosta de cor atractiva.

Jf. As etapas seguintes da panifica¢do incluem o arrefecimento do pao
acabado de cozer, corte (se necessdrio), acondicionamento e distribuicio,

chegando assim aos consumidores.
3.3.2. MASSA DE MISTURA DIRECTA ("straight dough™)

Ao contrdrio do que foi descrito para a preparagdo da massa porosa
ou esponjosa todos os ingredientes para elaborar uma massa continua sio
combinados ¢ misturados numa Gnica operagdo. Apés a mistura esta massa é
deixada a levedar por um periodo de 2 a 4 horas, sendo entdo trabalhada de
um modo semelhante ao descrito anteriormente. Estas massas requerem
menos trabalho, tempo e equipamento quando comparadas com as
primeiras, mas apresentam menor tolerdncia as variagdes que podem ocorrer
ao longo da manipula¢do. Hoje, estas massas sdo usadas principalmente em
pequenas padarias ou para a produgdo de pdes especiais em grandes
unidades de panificagdo (Hsu er al., 1979; Ponte ¢ Reed, 1982).

3.3.3. MASSA DE MISTURA CONTINUA ("continuous mix")

O objectivo do uso deste método, introduzido nos anos 50 nos
Estados Unidos, era obter em termos industriais, pdo a baixo custo de
produg¢io ¢ de maior uniformidade. A massa obtida por este método € muito
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mais macia e morna (cerca de 38°C) do que a massa esponjosa. O pio
obtido por este método difere do pdo "tradicional”, pois tem um miolo com
uma estrutura muito mais fina e frigil. Estes factores somados ao paladar
referido por alguns consumidores, torna este tipo de pdo menos desejavel do
que o feito a partir de massa porosa (Ponte e Reed, 1982). Também aqui se
podem déﬁnir algumas etapas principais:

a. Um fermento (com ou sem alguma farinha), € colocado a
fermentar num tanque confinado, durante cerca de uma hora.

b. Numa segunda etapa, dgua, sal e acilcar sdo adicionados ao
sistema, continuando a fermentagdo. No fim da fermentacdo o produto €
transferido para um pré-misturador e amrefecido. A farinha e a d4gua
restantes, agicar, gordura, oxidante e outros ingredientes opcionais sd3o
igualmente adicionados no pré-misturador.

c. Depois destes ingredientes estarem misturados, a massa €
transportada para uma cimara de desenvolvimento onde fica sob pressdo e
sujeita a intensa energia mecénica. Nestas condi¢Oes, a massa desenvolve-se
rapidamente e é entdo posta em recipientes da propria cdmara (Ponte e Reed,
1982).

3.3.4. UTILIZACAO DE FERMENTOS LIQUIDOS ("liquid
ferment")

Sdo conhecidos desde longa data métodos de fabrico de pdo em que
se usam fermentos liquidos ou semi-liquidos. Estes sistemas combinam o
equipamento padrio de mistura e processamento das massas, com bombas e
tanques para manusear os liquidos fermentados. As vantagens mais
frequentemente referidas destes sistemas sobre o método tradicional de
panifica¢do incluem: economia no espaco de equipamento ¢ de trabalho,
maior flexibilidade no processamento ¢ aumento da higiene. Neste sistema &
preparado um fermento liquido que é deixado a fermentar, de modo
idéntico ao descrito para as massas de mistura continua. Apds a fermentago,

o fermento é bombeado para um misturador de massa, onde se combina
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com os restantes ingredientes. A massa é misturada e posteriormente sujeita
ds mesmas etapas de tratamento descritas para a massa esponjosa (Hsu er al.,

1979; Ponte ¢ Reed, 1982).

4. PRODUGAO INDUSTRIAL DE LEVEDURA

A levedura de panificagdo pode ser correctamente considerada um
dos mais antigos produtos da fermentagio industrial. E, embora o seu ciclo
de vida como um produto industrial ultrapasse uma centena de anos,
continua a ter um papel insubstituivel na panificagdo. Desempenha ai pelo
menos quatro importantes fungGes: aumenta o volume da massa, pela
libertagio de CO, durante a fermentagdo dos hidratos de carbono
disponiveis na farinha; desenvolve a estrutura e textura da massa, através da
elasticidade provocada pela expansdo das bolhas de gé4s; melhora o aroma e
paladar dos produtos resultantes; contribui (em menor grau) para o valor
nutritivo do pao (Ponte ¢ Reed, 1982; Beudeker et al., 1990; Evans, 1990).

Como j4 foi referido anteriormente as leveduras seleccionadas
especificamente para a panificaco industrial sdo culturas puras, quase
exclusivamente de estirpes de S. cerevisiae, uma vez que, até a0 momento,
s6 se conhece a comercializagdo de uma estirpe de Torulaspora delbrueckii
SANK 50268, no Japao (Ohshima et al., 1987). S30 crescidas em meios com
oxigenacdo eficiente durante a duplicagdo (técnica de "fed-batch"), com
adi¢do de uma fonte de carbono originando uma producio rendivel quer no
que respeita 3 qualidade quer no que se refere & quantidade (Oda e Ouchi,
1989).

As caracteristicas das leveduras de panificagdo produzidas hoje em
dia sio a simula de requisitos impostos quer pelos padeiros quer pelos
produtores de levedura. O padeiro necessita de uma levedura que seja
razoavelmente tolerante a uma grande variedade de condi¢gdes de
armazenamento e apresente boa capacidade fermentativa em vdarios tipos de
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massas, fabricadas em diferentes condi¢des. O produtor necessita de uma
levedura que, por razdes econémicas, cres¢a rapidamente e se multiplique
sem qualquer alteragdo nas suas caracteristicas essenciais (Ponte e Tsen, 1987).

Desde 1920 que o melago tem sido a matéria prima bruta para a
produgdo de levedura de panificagdo. Quer o melago de beterraba quer o de
cana sio usados, separadamente ou em mistura, de modo a fornecer
agicares fermentdveis, como as principais fontes de carbono e energia,
juntamente com minerais, elementos-trago, vitaminas e algum nitrogénio
orginico (aminodcidos). Adicionalmente, nitrogénio sob a forma de
amonia, sais de aménia ou ureia e fésforo (sob a forma de 4cido fosforico
ou fosfatos) devem ser sempre adicionados. Com frequéncia, algum
magnésio e/ou zinco tem também de ser fornecido. Quando uma mistura de
melaco de beterraba com pelo menos 20% de melago de cana € utilizada,
ndo hi necessidade de um suplemento extra de biotina; se € utilizado melago
de cana puro, a adigio de pantotenato pode ser necessiria. Embora a
maioria dos melagos contenha tiamina suficiente para um crescimento
6ptimo das leveduras, esta vitamina & frequentemente adicionada, uma vez
que estimula a actividade fermentativa da levedura na massa (Beudeker e al,
1990; Menz et al., 1995). ‘

Poder-se-ia concluir que o melago ndo estd longe de ser o substrato
ideal para a produgéo de leveduras de panificacdo. Apesar de existir alguma
verdade neste facto, o melaco pode também conter compostos perniciosos
para o crescimento e/ou qualidade das leveduras. Dentro destes compostos
podem referir-se os coloides e os sdlidos em suspensdo, as substincias
corantes, acido sulfuroso, nitratos e nitritos, bem como fungicidas . e
produtos sanitdrios (usados nas fébricas de agucar), dcidos gordos de cadeia
curta (especialmente 4cido butirico, que ¢ altamente tOxico para as
leveduras), hidroximetilfurfural ¢ um vasto nimero de compostos em
quantidades inaceitdveis. Tendo em conta estes problemas, o efeito inibidor
da fermentacio pode ser consideravelmente reduzido ou até totalmente
eliminado se a solucdio acidica do melago for sujeita a arejamento prévio
(Fattohi, 1994a; 1994b).
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Nas vidrias fontes de carbono, hoje utilizadas no crescimento de
leveduras de panificagiio, incluem-se, entre outras, a lactose, proveniente do
soro do queijo, pentoses ¢ hexoses oriundas dos sulfitos das dguas residuais
da inddstria do papel, o amido e a linhocelulose. Para que estas fontes de
carbono possam ser utilizadas, devem sofrer um pré-tratamento, de modo a
produzirém agdcares assimildveis, ou entdo, as leveduras em causa terdo de
genéticamente manipuladas, de modo adequado. De qualquer modo, em
todos os casos, as novas fontes de carbono terdo de ser suplementadas com
compostos, como por exemplo as vitaminas, antes de serem utilizadas no
meio de crescimento de S. cerevisiae (Evans, 1990). Nos paises mais
desenvolvidos, a grande maioria dos produtores de levedura de panifica¢do
pesquisam continuamente estirpes de S. cerevisiae com elevada capacidade
fermentativa.

A producido de levedura de panificagdo inicia-se com uma pequena
amostra de uma cultura pura. Esta amostra é em seguida usada para inocular
o primeiro de uma série de fermentadores de tamanho sucessivamente
maior. Nos primeiros ocorrem fermentagdes mediamente arejadas. Nestes
estadios, as condig¢bes sdo tais, que ocorre formagdo de etanol. Somente os
dltimos dois, as vezes trés estddios sdo levados a cabo com pleno arejamento
¢ aumento do fornecimento de melago. Estas fermentacoes em "fed-batch”
s30 levadas a cabo em fermentadores de grande capacidade, conforme estd
ilustrado na Fig. 1.1..

E sabido que a formagio aerébia de etanol na presenca de elevadas
concentragdes de aguicar, conhecido como o efeito de Crabtree ou "efeito da
glucose” é perfeitamente distinto do efeito de Pasteur, em que o etanol €
formado em condig¢bes de auséncia de oxigénio. O processo de "fed-batch"
tem sido empregue na producdo industrial de levedura. Neste processo, se 0
acticar estd em excesso, a sua acumulacdo no meio permitird a produgio de
etanol, mesmo na presenca de oxigénio suficiente. A produg@o de etanol € a
maior responsdvel pela diminuicdo do rendimento celular do agdcar. Por
outro lado, se o provimento de aclicar € diminuto, a produtividade

volumétrica de massa celular ndo atinjird o méximo.
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Fig. 1.1. As diferentes etapas de produgdo comercial de levedura de panificagdo.
(Adaptado de Atlas, 1988).
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Na producio de leveduras de panificagdo é importante que em cada
momento a concentragio de agicar se mantenha a um nivel baixo mas
6ptimo (Dairaku ef al., 1981). Pode entdo inferir-se que a producdo de levedura
de panificagdo através de "fed-batch" implica o controlo da concentragdo de
etanol, de modo a obterem-se rendimentos elevados. O tempo de
fermentagdo € normalmente da ordem das 12-20 horas, nas quais sdo
produzidas 2 volta de 20 a 30 toneladas de levedura fresca. Logo que o
fornecimento de substratos cessa, 0 arejamento normalmente continua a um
nivel reduzido por mais cerca de meia hora, de modo a que as células de
levedura atinjam maturidade e uniformidade (Beudekerer al., 1990).

Os passos seguintes incluem a separagdo do meio por centrifugagéo,
lavagem e filtragdo. A pasta de levedura fresca obtida a partir dos filtros €
relativamente estdvel e pode ser guardada durante alguns dias em ambiente
refrigerado sem perda de qualidade. A pasta de levedura pode
posteriorrﬁente ser concentrada através de filtros sujeitos a prensagem ou a
rotagio sob vdcuo. A pasta de levedura pode ser preparada para ser
embalada, por mistura inicial com pequenas quantidades de 4gua (para
ajustar o nivel dos so6lidos a um valor de cerca de 30%), emulsionantes ¢
gorduras. Os emulsionantes melhoram a aparéncia da levedura, enquanto as
gorduras facilitam a operagdo de corte. A mistura de levedura é separada
dos aditivos de modo continuo, ¢ em seguida € dividida em blocos com o
peso desejado. Os blocos de levedura sdo entio embrulhados em papel
vegetal ¢ selados pelo calor. Uma temperatura de 4°C ou mesmo mais baixa
é usada para conservar a levedura. Posteriormente, a levedura € rapidamente
transportada em vagdes refrigerados até aos centros de distribuigdo, e dai até
aos consumidores.

Em termos comerciais, as leveduras podem apresentar-se ao publico
de dois modos distintos: em pasta prensada, também conhecida por levedura
fresca, e levedura dessecada.
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4.1. ALEVEDURA PRENSADA

A levedura fresca prensada é o modo mais comum de apresentagao
das leveduras de panificagdo. E vendida em blocos de levedura previamente
filtrada de cerca de 1Kg, embalados em papel vegetal e/ou celofane ou
entio sob a forma de grinulos de forma irregular normalmente embalados
em sacos de polietileno de 25Kg. A levedura prensada apresenta urﬁ
contetddo de cerca de 24 - 34% (p/p) € um contedido proteico (definido por
Kjeldahl-6,25) de 42 - 56% (sob a forma de peso seco). Estd pronta a ser
" usada de imediato e se tiver sido produzida correctamente deverd apresentar
bons resultados em qualquer tipo de massa. Este tipo de levedura €
deteriorivel, devendo ser guardada a baixas temperaturas (0 - 4°C). A estas
temperaturas pode durar 3 a 4 semanas, com um ligeiro decréscimo na
capacidade fermentativa. Para massas congeladas é recomemdado o uso de
levedura prensada tdo fresca quanto possivel (Beudekerer al, 1990).

Esta levedura pode facilmente ser misturada com 4gua, formando
uma suspensdo que se pode adicionar a farinha quando se desejar.

O uso da levedura nesta forma conquistou a inddstria de panificagdo
por se tratar de um processo simples, originar um trabalho uniforme e uma

qualidade do produto final constante.

4.2. A LEVEDURA SECA OU DESSECADA

A levedura dessecada pode aparecer sob duas formas: levedura seca
activa (ADY) e levedura seca instantinea (IDY). A ADY ¢ conhecida desde
os anos 20, mas foi s6 apés a 2? Guerra Mundial que a sua producdo
comercial se desenvolveu (Biltcliffe, 1972). E vendida em pacotes selados sob
vdcuo ou contendo um gds inerte como o nitrogénio. O seu tempo de
duraciio nestas condigdes é de cerca de um ano. Para melhores resultados,
antes de ser utilizada, a ADY deve ser re-hidratada com 4dgua a 35 - 45°C.

A levedura dessecada instantdnea foi a Gltima a aparecer, por volta
de 1970. Para obter uma IDY de elevada qualidade, a levedura prensada
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com elevado conteido em proteina deve ser preparada através de um
processo répido de dessecagdo. A capacidade fermentativa da IDY, em
condigdes Optimas de aplicagdo ¢ muito préxima da levedura prensada. A
duragio em embalagens sob vicuo € compardvel 4 da ADY. A IDY
apresenta-se correntemente sob a forma de pequenas varetas, altamente
porosas 'e ficeis de re-hidratar, permitindo o seu uso imediato, sem prévia
re-hidratagdo. Ao contririo da ADY, a IDY contém sempre um qualquer
tipo de emulsionante, que é adicionado 3 pasta de levedura antes da
desidratagdo; ésteres de monoglicerideos do 4cido citrico e ésteres de
' poliglicerol sdo usados com frequéncia (Beudeker et al., 1990).

5. SELECCAQ E DESENVOLVIMENTO DE ESTIRPES DE
LEVEDURAS PARA PANIFICACAO

Muitas das caracteristicas estudadas nas estirpes de leveduras para
panificacdo e, provavelmente, determinadas pela interac¢do de muitos genes
tém ainda de ser profundamente analisadas em termos genéticos. A
fermentagio da massa é obviamente um processo complexo, embora muitos
aspectos (i.e. transporte ¢ hidrolise de alguns dissacarideos, particularmente
a sacarose e a maltose), sejam hoje muito bem compreendidos em termos de
mecanismos moleculares. No que diz respeito ao desenvolvimento de
estirpes de panificagdo, muito do trabalho conhecido € ainda empirico, e
depende essencialmente de testes bem adaptados e de processos de selecgdo
capazes de avaliar, em termos industriais as caracteristicas consideradas
importantes (Evans, 1990).

5.1. METODOS DE SELECCAO

A execugdo de testes em pequena escala para seleccdo das principais
caracteristicas comerciais é essencial para todos os programas de
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desenvolvimento de novas estirpes de panificagdo, especialmente quando os
métodos correntemente usados para a sua obtengdo, principalmente a
hibridizacdo, geram um grande nimero de estirpes para avaliagdo. Os testes
microbiolégicos comuns em placa de Petri, sdo dteis apenas para a
identificacdo das caracteristicas genéticas mais simples, como a fermentagéo
dos agticares. Os processos ainda hoje utilizados em muitos laborat6rios
industriais para medi¢io da capacidade fermentativa das leveduras nas
massas utilizando o fermentémetro baseiam-se nos introduzidos por
Burrows e Harrison (1959) mas sdo muito lentos e caros.

Actualmente, muitos produtores de levedura procuram estirpes que
fermentem de um modo eficiente e rdpido a maltose, em massas doces, no
"sour-dough” e em todos os tipos de massas que contenham 4cidos que
funcionem como agentes fungistiticos. De um modo geral, porque a
fermentometria se torna claramente impossivel, o caminho seguido para a
escolha de, por vezes, varios milhares de estirpes obtidas por hibridizacdo, €
a utiliza¢iio de pelo menos cinco testes, que evitam medidas de libertacdo
gasosa € que foram patenteados como o procedimento a seguir para o
desenvolvimento de uma estirpe (Clement e Loiez, 1983). O primeiro teste
mede a taxa de crescimento, através do aumento da absorbdncia de uma
cultura em baldo agitado, eliminando deste modo as estirpes de crescimento
lento e de baixo rendimento. O segundo teste, do mesmo modo que o
primeiro é um teste de crescimento, mas conduzido na presen¢a de 4cido
acético ou de uma mistura de 4dcido acético e 4cido l4ctico. Este teste
informa sobre a tolerincia das leveduras aos 4cidos e tem o beneficio de
poder apresentar uma correlacdio entre a tolerdncia aos écidos e o
desempenho em massas doces. O terceiro teste mede a capacidade
fermentativa da maltose, na presenga de glucose, determinando a quantidade
de maltose que resta, quando a glucose inicialmente presente foi
completamente consumida. A actividade da invertase é medida no quarto
teste e informa sobre a osmotolerincia, completando-se com a quinta prova,
que determina o tempo de laténcia da estirpe no meio de crescimento usado
no primeiro teste, mas ajustado para 20% de sacarose. Os testes em placa
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podem ser usados, como testes preliminares, na determinag¢do do consumo
da maltose e na actividade da invertase, depois da mutagénese, mas nao
permitem uma total confianca ndo podendo substituir os testes quantitativos
acabados de descrever. Recorrendo a estes testes foram escolhidos milhares
de hibridos, obtidos por cruzamento entre estirpes que fermentavam
rapidamente a maltose e outras que apresentavam baixos niveis de invertase.
Os testes de larga escala em hibridos seleccionados, sdo uma etapa essencial
ap6s uma primeira escolha; rendimentos e propriedades fermentativas, apos
propagacdo em fermentadores de volumes maiores, s6 sdo utilizados para
um pequeno grupo de estirpes que sofreram uma selec¢do prévia (Evans,
1990). Utilizando estes testes, Clement e Loiez (1983) patentearam dois
hibridos, seleccionados de entre os milhares por eles testados, que
apresentavam uma rdpida fermentagdo da maltose, osmotolerdncia, alta
produgio de biomassa em meio de melago e boa capacidade de produ¢do de
levedura seca activa com uma tolerincia melhorada & re-hidratagao.

E possivel que outros testes para selecgdo e avaliacdo de estirpes
possa ser desenvolvido tendo em conta outro tipo de caracteristicas se, por
exemplo, parimetros bioquimicos simples forem identificados. Alguns
estudos mostraram existir correlagdes entre as actividades da a-glucosidase ¢
da a-D-glucopermease e ambas com a capacidade fermentativa na massa € 0
tempo requerido para a massa atingir um volume determinado (Rychtera ¢
Ticha, 1983). Igualmente, examinando a actividade das enzimas envolvidas
no metabolismo respirat6rio ¢ fermentativo em culturas aérobias com uma
concentracio de glucose limitada, verificaram que a actividade da piruvato
descarboxilase apresentava uma boa correlagio com a taxa de fermentagio
(Van Dijken er al., 1983).

Apesar de termos ao nosso dispor uma vasta gama de métodos que
nos permitem alterar as propriedades genéticas das estirpes de leveduras, ha
razbes para se crer que todas as estirpes, correntemente utilizadas na
fermenta¢io da massa panar, foram obtidas pelas mais antigas técnicas
disponiveis, nomeadamente a hibridizagdo. Apesar disso, especialmente
durante as dltimas décadas, outras técnicas, como o uso do DNA
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recombinante, t¢ém vindo a ser utilizadas na introducdo de informagado
genética em estirpes de leveduras. No entanto, nenhuma das leveduras de
panificacdo actualmente produzida comercialmente, foi manipulada atraveés
de técnicas de DNA recombinante. Este facto reflecte o conhecimento
limitado das bases genéticas de muitas propriedades comercialmente
importantes, como a existéncia de dividas sobre a legalidade e possivel
resisténcia dos consumidores a leveduras de panificagdo contendo DNA

heter6logo (Rose e Vijayalakshmi, 1993).
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1. INTRODUGCAO

(1]

Enquanto que a microflora dos "sour-dough" e as bases da sua ‘
produgdo tém sido relativamente bem estudadas (Kline et al., 1970; Sugihara et
al., 1970, 1971; Klihe e Sugihara, 1971; Martinez-Anaya et al., 1994; Gobbetti er al.,
1995b), no caso do pdo tradicional portugués fabricado a base de milho e
centeio, pouco se sabe sobre a flora zimoldégica envolvida na sua
" fermentagdo. Adicionalmente, as possiveis interac¢des entre as leveduras ¢
outros microrganismos ai presentes, principalmente as bactérias lacticas, sdo
também desconhecidas. O dnico estudo que se conhece sobre iscos de pdo
tradicional portugués remonta aos anos 50 (Monteiro, 1950) € € omisso no que
respeita a regido do Minho.

Assim, numa primeira etapa deste trabalho 0 nosso objectivo foi a
recolha dos iscos ou fermentos no local da sua utilizacdo, verificando-se a
sua constituicdo no que diz respeito aos tipos de farinha utilizados e aos
processos de conservagdo. Procedeu-se depois ao isolamento e identificagdo
das leveduras presentes bem como & sua caracteriza¢do no que diz respeito a
ocorréncia de actividade "killer".

Referiremos em seguida alguns dos tipos de pdo tradicional mais
comuns dando particular énfase ao fabrico da broa, vulgarmente consumida
na regiio Norte de Portugal. Serdo também referidos alguns aspectos
relacionados com a caracterizacdo do fenémeno "killer" em leveduras e a

sua presen¢a em sistemas naturais.
2. ALGUNS METODOS TRADICIONAIS DE PRODUCAO DE PAO

Sdo conhecidos virios tipos de pdo tradicional. A maioria desses

pdes t8m origem em fermentos ou iscos constituidos por uma pasta ou massa
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cuja composi¢do pode variar. Nalguns casos trata-se de uma mistura de
farinha(s) de cereal(ais) e 4gua, & qual se pode adicionar ou ndo cloreto de
s6dio. E af que frequentemente se insere uma microflora varidvel, onde
podem coexistir uma ou mais estirpes de levedura, fungos filamentosos e
mesmo bactérias. As leveduras desempenham algumas fungdes relevantes:
nio s6 produzem CO; para levedar a massa, originando uma boa textura no
pdo quando convenientemente cozido, mas também uma mistura complexa
de compostos quimicos que contribuem para o seu aroma e paladar (Oda e
Tonomura, 1994).

2.1.0PAO ACHATADO

Existem mais do que 60 tipos de pdo achatado feitos no mundo
inteiro que em muitos casos foram o suporte alimentar das populagdes
durante muitos séculos. Este tipo de pdo apresenta constituicdo diferente de
regiio para regido, mas os ingredientes bésicos sdo a farinha, dgua, sal ¢
naturalmente um fermento "starter" que possui ou bicarbonato de s6dio efou
levedura de panificagd0 (Farvili er al, 1995; Hashmi e Wootton, 1995).
Ocasionalmente, outros ingredientes podem ser adicionados para melhorar o
paladar € o aroma.

Na regido Mediterrinea e no Norte de Africa, uma espécie de trigo
(Triticum turgidum var. durum) é usada na formulacio de alguns tipos deste
pio. Estudos feitos com base nestas pastas indicam a grande importancia do
gliten, tornando-as capazes para o fabrico de pdo; o seu conteido em
proteina e a composigdo das subunidades de glutenina, sdo os factores chave
na determinagiio das propriedades do pdo feito a custa de tal massa. Certas
sub-unidades de gluteninas de alta ou baixa massa molecular relativa (My)
contribuem para a variagio das propriedades reolégicas e panificiveis da
farinha feita A custa dessa variedade de trigo (Boggini er al.,, 1995).

v
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2.2.0 PAO ACIDO — " SOUR-DOUGH"

O "sour-dough" é caracterizado pela presenca de bactérias ldcticas e
leveduras, coexistindo em condi¢des associativas complexas e regulado por
algumas interaccdes bioquimicas (Gobbetti et al., 1994). O seu fabrico € ainda ‘
um processo empirico, longo e dificil de controlar: um iniciador retirado de
uma massa ji desenvolvida é activado com 4gua e farinha que, depois de
devidamente fermentada, € cozida. O processo de fermentacdo demora
vulgarmente algumas horas (Mascar6s er al., 1994; Gélinas er al., 1995).

O "sour-dough" é um bom exemplo de um pao saboroso € aromé4tico
e o interesse no fabrico de pao de trigo com "sour-dough" aumentou em
muitos paises da Europa nos tltimos anos. As vantagens do seu uso sio,
nomeadamente, o melhoramento das propriedades das massas que se tornam
de mais ficil manuseamento ¢ a obtengdo de um pao melhor, mais
apaladado e aromético. Adicionalmente, o tempo de duragdo do pdo apls o
fabrico torna-se maior, uma vez que se¢ retarda o processo de secagem
(Hansen ¢ Hansen, 1994; Gélinas ef al., 1995).

O paladar do pao 4cido feito a base de trigo é mais rico ¢ mais
aromdtico do que o pdo de trigo mais vulgar, facto que se pode atribuir ao
longo periodo de fermentacdo da massa dcida. Os produtos de fermentagio,
dcido acético e 4cido lictico sdo compostos importantes no aroma do pdo
dcido e € suposto que o 4cido acético aumente o efeito de outros compostos
aromaticos no pao de trigo (Hansen e Hansen, 1994).

A microflora constitutiva do "sour-dough" feito & base de trigo foi
estudada, identificando-se vdrias espécies de bactérias ldcticas homo- e
‘heterofermentativas e leveduras (Saccharomyces cerevisiae, S. exiguus ¢ S.
inusitatus) (Sugihara et al, 1971; Gobbetti et al, 1995), As bactérias l4cticas
homofermentativas s3o responsdveis pelo desenvolvimento de um p3o 4cido
com boa textura e miolo eldstico, enquanto as bactérias ldcticas
heterofermentativas methoram o paladar € contribuem para o processo de
levedacdo. Este processo € fundamentalmente determinado pelo CO,
produzido através da actividade fermentativa das leveduras presentes. O

35



Introducdo

CO;, fica retido no gliten do trigo que sendo extensivel se transforma num
filme visco-eldstico, que influencia o volume do pdo e a densidade do
miolo. A fermentagdo do "sour-dough" € fortemente influenciada pela
composi¢do da farinha usada e pelas interac¢Oes metabdlicas entre as
bactérias lacticas e as leveduras (Stolz er al., 1993; Gobbetti er al, 1995).
Dependendo do tipo, género, espécies, estirpes e proporgdo da microflora
presente, é possivel encontrar indiferenca, antagonismo, competi¢do ou
associagfes comensais entre o0s microrganismos para 0s substratos
fermentéveis disponiveis, como ocorre no po dcido de San Francisco, onde
" a levedura predominante, Saccharomyces exiguus nio fermenta a maltose,
mas esta por sua vez é fermentada pelo Lactobacillus sanfrancisco. A
levedura Candida boidinii nio fermenta a maltose (Lodder ¢ Van Rij, 1967);
como se trata de um microrganismo relevante no farelo das massas de trigo,
torna-se importante compreender a sua inter-relagdio com o0s outros
microrganismos presentes (Barber et al., 1989).

Os aspectos mais relevantes no "sour-dough” sio por um lado a
fermenta¢do que influencia o paladar e textura do pdo de trigo e centeio €
por outro, o metabolismo dos hidratos de carbono das bactérias ldcticas
(Mascarés ¢ Collar, 1994). Neste complexo ecossistema, o metabolismo destes
compostos é afectado, quer pela composicio da farinha, quer pelas
interac¢des das leveduras. A concentra¢do de hidratos de carbono soliveis
(maltose, sacarose, glucose e frutose) da farinha de trigo é inferior a 1% e
varia com o tipo (claro ou escuro) da farinha e com a acgdo da a- e f-
amilase nos grinulos de amido. A actividade da invertase ¢ a capacidade
fermentativa da maltose, sacarose, glucose e frutose das leveduras, reduz
rapidamente a concentragdo dos hidratos de carbono soliveis e interagem
com a fermentagdo das bactérias l4cticas, durante a levedagdo do "sour-
dough" (Gobbetti et al., 1984).

Culturas congeladas ou dessecadas de L. sanfrancisco, que fazem
encurtar o tempo de fabrico do pao, bem como o uso de bases comerciais
dessecadas que fazem diminuir o tempo de fermenta¢do, t€m vindo a ser
utilizadas na producdo deste tipo de pdo, apesar de poder ocorrer perda de
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aroma. Como também ji foi referido, este pdo 4cido pode ser melhorado
‘através de substincias diversas, conforme os objectivos distintos que se
pretendem atingir, pelo enriquecimento em produtos vérios. Assim,
podemos referir: (i) Culturas dessecadas ou congeladas de Lactobacillus
sanfrancisco; (ii) Bases dessecadas; (i) Vinagre; (iv) Produtos lacteos,
substincias de um modo geral utilizadas com o objectivo de diminuir o
tempo de fermehtagéo (Gélinas er al., 1995). Apesar de uma aturada
investigagdo demorou quase uma centena de anos para se definir uma
cultura de arranque para a preparagdo dos fermentos 4cidos, patenteada
~ como "San Francisco starter" (Récken e Voysey, 1995).

3. 0 PAO TRADICIONAL DO NORTE DE PORTUGAL

Em Portugal o fabrico industrial de pdo também recorre ao uso de
levedura de panifica¢do prensada mas, além dos diversos pdes existentes no
mercado, ainda hoje a variedade de "pdes caseiros” e broas que se fabricam
no pais € relevante. Nas 4reas rurais principalmente do Norte do Pais,
prepara-se um tipo especial de pao a base de milho e centeio, utilizando um
isco ou fermento, que ndo € mais do que uma porgdo da massa guardada do
fabrico anterior e que funciona como iniciador do processo ("starter"). Este
isco iniciador € um sistema biolégico natural, caracterizado pela presenga de
leveduras e bactérias l4cticas, vivendo em associagdes complexas, num
sistema de algum modo similar ao existente no pdo 4cido ("sour-dough"),
menos conhecido porque menos estudado e portanto com algumas
.caracteristicas interessantes (Almeida e Pais, 1996a). Parte-se assim de uma
cultura de iniciagdo que depois de prévia fermentagdo € adicionada a farinha
e a outros produtos (dgua, cloreto de sddio) para, ap6s a amassadura € novo
periodo de fermentacéo, ser dividido em porgdes menores que ulteriormente
-sofrerdo cozedura. Trata-se assim, como no "sour-dough", de um sistema
longo ¢ descontinuo,
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Podemos, 2 partida, dizer que hd fermentos resultantes da mistura de
diversos constituintes que a seguir a um curto repouso, sdo incluidos nas
farinhas que formardo massas e apls cozimento originario o pdo; outros,
partindo de alguns ingredientes e de uma cultura de iniciagdo, necessitam de
uma prévia e mais longa fermentacio, antes de serem adicionados a farinha
e aos outros produtos para formarem uma massa panificivel e se poder
igualmente obter péo.

O interesse que o processo de panificagdo tradicional do Norte de
Portugal nos despertou, aliado a possibilidade da sua documentagdo em
~ imagens, fez com que deixdssemos aqui registados alguns aspectos
interessantes da sua manufactura.

O fabrico do pdo inicia-se a partir de um isco, pequena porgdo de
massa da fabricacdo anterior (Fig. 2.1). A este isco ou fermento € adicionada
farinha e 4gua bem quente, que apés amassadura origina uma cultura de
iniciagdo (Fig. 2.2 A; B) que é deixada algum tempo a levedar. E esta cultura
que em seguida servird de inGculo & massa, por adi¢do da restante farinha e
dgua quase fervente e sal, que depois de devidamente amassada ¢
"arrumada” na masseira (Fig. 2.3 A) e deixada a levedar durante algumas
horas (Fig.2.3 B). Apés a levedagdo, a massa apresenta o aspecto que se pode
constatar na Fig. 2.4.A. £ entfio que a massa é dividida em porgGes que sdo
devidamente padejadas numa gamela de madeira e vertidas numa pd, que as
introduzird num forno previamente aquecido e varrido. E nesta altura que
uma porgio da massa € posta de lado para servir de isco & fornada seguinte.
Quando toda a massa estd enfornada, a porta do forno € barrada com uma
mistura de cinza ¢ 4gua conforme a Fig. 24 (B e C). Apés a cozedura, a
porta do forno ¢ aberta e quando a temperatura o permite, as broas podem
ser retiradas, apresentando o aspecto que se observa na Fig. 2.5. Todos estes
registos foram feitos na freguesia de Canteldes, Vieira do Minho.
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Fig2.1. Aspecto de um isco. A massa apresenta uma mistura de milho e centeio numa
razio de 2,7: 1, respectivamente

Fig.2.2. O isco ¢ misturado com nova farinha (A ) e igua bem quente (B).

9




Fig.2.3, Pronta, a massa & "arrumada” pa masseira (A) e deixada a levedar durante
algumas horas (B ).
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Fig.2.4. Aspecto da massa jd levedada (A ). A massa depois de fermentada € dividida em
pequenas porgies, que apis serem padejadas, sio colocadas puma pd de madeira que as
introduz num forno de tijolo previamente aquecido (B) e depois tapado com uma porta
de madeira ou ferro que € barrada com uma mistura de cinza ¢ dgua (C).
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Fig.2.5. Aspecto das broas apés terem saido do forno,

4. IMPORTANCIA DO FENOMENO "KILLER" EM LEVEDURAS

Algumas estirpes de leveduras sdo capazes de matar ("kill") outras
leveduras. Foram determinados trés fenGtipos desta propriedade: "killer”,
"sensivel” ¢ "neatro”. Células de fendtipo "killer” sdo capazes de matar as
estirpes "sensiveis”, enquanto células de tipo "neutro” sio incapazes de matar
¢ s3o insensiveis 4 acgdo de culturas "killer” (Radler, 1980; Vondrejs, [987;
Rosini,  1989),

O factor "killer" das leveduras foi identificado pela primeira vez por
Bevan e Makower em 1963, Tratava-se de uma substincia téxica produzida



Introducéo

por certo tipo de leveduras e que se encontrava com pouca frequéncia. O
mecanismo “killer" era, até certo ponto, compardvel a secre¢dio de toxinas
(bacteriocinas) por certas bactérias, gragas a interveng¢do de plasmideos.
Defendeu-se que a secre¢do de toxinas pelas leveduras se¢ devia 3 presenca
de particulas semelhantes a virus no interior das células e que eram-
provenientes do citoplasma. Essas particulas eram constituidas por dois tipos
de 4cido ribonucleico, apresentando-se cada um dos tipos separadamente
envolvido por uma camada de proteina idéntica (Wickner, 1976; Radler, 1980);
_ dois tipos desse RNA de dupla hélice foram descritos: "L" e" M". Os RNA de
tipo L estdo presentes quer nas leveduras "killer" quer nas ndo-"killer". E o
RNA de tipo M que codifica a toxina "killer", sendo portanto responsavel
pelo fen6tipo "killer" (Vondrejs, 1987). Em 1980, Radler refere que Woods e
Bevan tinham demonstrado em 1968 que nio era necessdrio o contacto
directo entre células "killer" e células de tipo sensivel para a ac¢do da toxina.
No mesmo trabalho indica também que Palfree e Bussey tinham purificado
parcialmente a toxina "killer" e tinham constatado que na sua composi¢do
entravam proteinas (cerca de 10%) e que o resto (aproximadamente 90%)
eram polissacarideos contendo sub-unidades de manose.

A producio da toxina ou factor "killer" foi estudada em leveduras de
varios géneros, tendo-se detectado 13 tipos "killer" distintos (K1—K13), com
base na sua gama de actividade "killer" e da sua imunidade. O mecanismo de
ac¢do da toxina "killer", também denominada zimocina, foi estudado, tendo-
se verificado que o processo de acgdo da toxina K1 envolvia uma rdpida
ligagdo a um receptor da parede celular contendo (1-6)-8-D-glucano como
componente essencial (Vondrejs, 1987).

Trés peculiares tipos "killer" diferentes foram descritos: K1, K2 ¢ K3,
Kl é particularmente encontrado entre as estirpes de laboratério, enquanto
K2 ¢ K3 se encontram entre as leveduras do vinho, cerveja e em geral nas
estirpes selvagens. As estirpes K1 e K2 sdo sensiveis 3 toxina que a outra
estitpe produz, enquanto K2 e K3 sio mutuamente imunes (Wickner,1976).
Estirpes "killer" pertencentes ao género Pichia sio capazes de matar

leveduras dos géneros Saccharomyces € Candida mas ndo do génmero
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Hanseniaspora. Por outro lado, leveduras deste dltimo género e
Saccharomyces sio mortas pelas estirpes de Kluyveromyces, enquanto
estirpes do género Candida parecem ser imunes (Rosini, 1989).

A ocorréncia diminuta de leveduras "killer" na natureza € refutada
por trabalhos de vérios autores. Destacam-se: (a) estirpes isoladas a partir de
mostos de uva e de vinhos franceses Cuinier e Gros, referidos por Rosini em
1989; (b) leveduras do género Saccharomyces associadas 3 fermentagdo
espontinea de vinhos de Ribeiro, onde se identificaram estirpes "killer" do
tipo K2 com percentagens de isolamento mais elevadas em fases intermédias
~do que em fases finais de fermentagdo (Cansado et al, 1989; 1991); (c)
leveduras "killer" como leveduras contaminantes encontradas em processos
fermentativos industriais para a producdo de cerveja, saqué e de leveduras
de panificagdo, conforme refere Rosini em 1989; (d) estirpes de Pichia
anomala isoladas de salmouras de azeitonas (Marquina et al., 1992),

O -estudo da actividade "killer" tem sido mais aturado na espécie S.
cerevisiae, dada a sua importincia em termos de utiliza¢ao industrial, apesar
de estudos feitos em 1975 indicarem uma maior frequéncia de leveduras
"killer" no género Pichia; No género Saccharomyces a propriedade "killer"
foi encontrada numa percentagem muito inferior, mesmo mais baixa do que
nos géneros Kluyveromyces, Debaryomyces, Pichia, Candida e Torulopsis
(Rosini, 1989).

A compreensio do fenémeno “killer" reveste-se de particular
interesse podendo ser explorado com beneficio na indistria. Na fermentacao
industrial a pureza microbiologica ¢é essencial, uma vez que qualquer
contamina¢io pode modificar rapidamente a economia da transformagao,
especialmente se estdo envolvidas fermentacGes em continuo. O uso de
culturas capazes de prevalecer sobre leveduras sensiveis selvagens pelo facto
de possuirem actividade "killer" pode impedir ou minorar a possibilidade de
contaminacdo. Este aspecto € particularmente relevante para as industrias de
cerveja ¢ de produgdo de levedura para panificagdo, nas quais, mesmo sob
estritas condi¢oes de esterilizagdo, é importante promover a seguranga,
usando estirpes "killer" (Rosini, 1989).
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MATERIAL E METODOS

1. RECOLHA DOS FERMENTOS

Os fermentos ou iscos, a partir dos quais se isolaram as leveduras
utilizadas ao longo deste trabalho, foram recolhidos in loco,
predominantemente na regido norte de Portugal: uma amostra em Vila Real,
" 'uma em Viana do Castelo, quinze amostras na regido de Vieira do Minho,
oito na zona de Amares, duas na regiio de Pévoa de Lanhoso e duas na
regido de Braga (Fig. 2.7). Fermentos de outras zonas do pais foram também
analisados (dois de Coimbra e um de Porto de Lagos, Portimdo), de modo a
poder ter-se uma panorimica mais generalizada da populagdo
microbiolégica presente neste tipo de iscos. Recolheram-se ainda duas
amostras de pasta de fermento industrial utilizada nas padarias, proveniente
da empresa Gist-Brocade: uma na regido da Pévoa de Lanhoso ¢ outra na
zona de Braga.

Um ano mais tarde fizeram-se novas recolhas de iscos exactamente
nos mesmos locais, procurando saber-se, em cada local de amostragem, se
nesse espago de tempo o fermento tinha sofrido algum tipo de alteracao,
quer no que respeitava a sua constitui¢do quer no que se referia a0 modo de

armazenamento.
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Viana dg” Castelo

, Amares (8
ragal2)” | *viejefi do Minho (15)*
Povert de Lanhoso (2)*

Portimio (1)
. Faro
®

Fig. 2.7. Localizagdo geogrifica dos locais de amostragem dos fermentos caseiros
recolhidos.
* Nimero de iscos recolhidos na localidade.
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Cerca de 50g do isco, de idade compreendida entre zero e dois dias,
foram embrulhados em folha de aluminio, devidamente identificados
(conforme ficha representada na Fig. 2.8.) e colocados numa mala térmica
refrigerada até chegarem aos nossos laboratérios. Ail, foi medido o valor do
pH de cada uma das amostras, usando um eléctrodo de pH modelo 91 WTW
(Wissenschaftich Technische Werkstatten) ¢ imediatamente a seguir foram

colocadas num frigorifico.

Fermento N°: UM ....... Data da colheita:

Local de cotheita:

Idade :

Modo de armazenamento:

Composigéo da farinha:

milho

centeio

outros

Caracteristica(s) que mereca(m)
referéncia:

Fig. 2.8. Modelo da ficha preenchida na altura da recolha de cada um dos iscos.

2. ISOLAMENTO, QUANTIFICACAO, MANUTENCAO E IDENTIFICACAO DAS
LEVEDURAS ISOLADAS DE CADA ISCO

2.1.ISOLAMENTO

Uma vez que os microrganismos presentes na Natureza se
apresentam como populagGes mistas, para o seu estudo € necessdrio isolar
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estirpes e manté-las em cultura pura. Para se proceder ao isolamento das
leveduras dos fermentos foi utilizado meio Y.M.A. (Apéndice I). O pH do
meio foi corrigido para 3,5 com 4cido cloridrico IN e, posteriormente, este
meio foi suplementado com cloranfenicol (500 mg/l) com o objectivo de
inibir o crescimento de bactérias. O meio liquefeito, foi autoclavado durante
20 minutos a 120°C e a 1 atm. de pressdo, sendo depois vertido em placas
de Petri estéreis e deixado a solidificar. ‘

No dia seguinte a recolha das amostras uma pequena porgdo de cada
~ isco (£ 1g) foi ressuspensa em 20ml de dgua peptonada 0,1% (p/v) estéril,
seguida de agitacdo vigorosa até se obter uma mistura homogénea. O
isolamento das leveduras, foi feito por inoculagio de placas de Y.M.A.
previamente preparadas, por espalhamento, em triplicado, de 0,3ml da
suspensdo referida (volume adequado a especificidade do inéculo em
questio), directamente ¢ apds sucessivas diluigdes até se obterem colOnias
isoladas. As placas foram deixadas a temperatura ambiente e procedeu-se 3
repicagem de placa para placa até se obterem colénias isoladas e
morfologicamente distintas.

Isolaram-se também, do mesmo modo, as leveduras presentes nas

pastas de fermentos industriais.

2.2. QUANTIFICAGAO

Para quantificar a populagio de leveduras presente em cada
fermento, utilizou-se 0 meio Y.P.G. (Apéndice I). Ap6s liquefagdo do meio,
procedeu-se 3 sua esterilizacio em autoclave (20 minutos a 120°C e a latm.
de pressdo). No final o meio foi vertido em placas de Petri estéreis,
aguardando-se que solidificasse.

A partir da suspensio inicial (2.1.) fizeram-se dilui¢des sucessivas, até
se obterem entre 30 e 300 unidades formadoras de col6nias (UFC) por cada
placa do referido meio, em que se espalharam 0,Iml da citada suspensdo.
Ap6s incubagdo A temperatura ambiente durante 4 a 5 dias, procedeu-se a
contagem das UFC nas respectivas placas.
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2.3. MANUTENCAO

Para a manuten¢do das leveduras isoladas foi usado o mesmo meio
.utiliudo na quantifica¢do das UFC, meio de manutengdo sélido, em tubo
inclinado, o Y.P.G. (ApéndiceI). O meio foi liquefeito ¢ vertido em tubos de
ensaio (x § ml/tubo) que foram autoclavados nas condigdes ja descritas e,
posteriormente, deixados inclinados até completa solidificagio.

Para cada fermento, as coldnias seleccionadas e isoladas com base
nas suas caracteristicas macro e micromorfologicas foram repicadas para este
' méio ¢ ai mantidas & temperatura ambiente, para posterior utilizag@o.

Nos casos em que se pretendeu manter as leveduras durante periodos
de tempo mais longos, optou-se pelo seu congelamento a -70°C numa
solugdo aquosa de glicerol 30% (p/v) estéril. Volumes de 1,5ml desta
solugdo foram distribuidos por criotubos de 2ml também estéreis, a cada um
dos quais se adicionou, com auxilio de um palito, igualmente estéril, uma

pequena porgdo de cada uma das leveduras isoladas.

2.4. IDENTIFICACAO

Para a identificacdo das estirpes de leveduras isoladas foi utilizada a
metodologia descrita por Van der Walt e Yarrow (1984).

- Utilizagdo de algumas fontes de carbono em anaerobiose: fermentacéo

Por se tratar de um método de simples preparagio e de ficil leitura,
para avaliar a capacidade fermentativa das leveduras foram usados tubos de
Durham. Os tubos de ensaio, munidos de tubos de Durham invertidos, com
0 respectivo meio base e solucdo aquosa das fontes de carbono preparadas
conforme descrito no Apéndice I foram inoculados com 0,Ilml de uma
suspensio aquosa concentrada de levedura e incubados A temperatura
ambiente. De acordo com o método, procedeu-se a registos didrios durante a
primeira semana (quantidade de gés libertada e contida no tubo de Durham
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e alteragdo na cor do indicador), seguindo-se o registo em dias alternados
até ao 21° dia. .

- Utilizagdo de compostos organicos como tnica fonte de carbono e

energia

O meio base utilizado para avaliar a capacidade de assimilagdo de
compostos organicos como fonte Unica de carbono e energia foi o Yéast
Nitrogen Base (Y.N.B.) numa solu¢do aquosa, cuja concentragdo era de
- 6,7% (piv).

As solugdes das fontes de carbono (num total de 39 fontes) foram
preparadas conforme consta do Apéndice L

A cada tubo de ensaio com o respectivo meio foi adicionado 0,1ml
de uma suspensio aquosa fraca de in6culo. Do mesmo modo, para cada
estirpe de levedura inoculou-se um tubo de ensaio contendo o meio base
sem qualquer fonte de carbono, o branco, usado como controlo.

Os tubos foram colocados 3 temperatura ambiente durante trés
semanas, sendo com frequéncia, agitados manualmente. Durante este
periodo, a avaliagdo do crescimento foi feita de acordo com a escala de
Wickerham : os tubos de ensaio vigorosamente agitados foram sujeitos a
leitura efectuada contra um cartio branco marcado com linhas horizontais
negras; quando tais linhas eram visiveis a transparéncia, o crescimento foi
considerado negativo. O valor 2+ foi atribuido aos crescimentos verificados
em tubos em que as referidas linhas nio eram observados de forma nitida,
enquanto a atribuigdo do valor 3+ foi conferido aos casos em que as linhas
eram invisiveis. Os crescimentos classificados como lentos "D
corresponderam aos que s6 se apresentaram positivos (2+ ou 3+) ao fim de
14 a 21 dias. Os resultados verificados, foram registados no fim da primeira

e terceira semanas.
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- Utilizagfio de fontes de nitrogénio

Para avaliar a capacidade das leveduras isoladas crescerem em meios
em que foi fornecida uma dnica fonte de nitrogénio, o meio base usado foi
o Yeast Carbon Base (Y.C.B.), também numa solu¢do aquosa com a
concentracdo de 11,7% (p/v), ao qual se adicionou cada uma das fontes de
nitrogénio a expeﬁmentar.

As solugdes das fontes de nitrogénio, num total de oito fontes, foram
preparadas conforme descrito no Apéndice I.

Para cada estirpe foi também preparado um branco contendo o meio
base mas sem qualquer fonte de nitrogénio, para funcionar como controlo.
Os tubos foram colocados nas condigdes j4 descritas para as fontes de
carbono, durante trés semanas. Ao longo deste periodo, o crescimento foi
avaliado de acordo com a escala de Wicketham conforme descrito
anteriormente e os resultados verificados ao fim da primeira e terceira

semanas foram igualmente registados.

- Crescimento em meio mineral base sem de vitaminas

Para verificagdo do crescimento das leveduras isoladas em meio
desprovido de vitaminas, optou-se pelo meio mineral base contendo
somente os oligoelementos A ¢ B (Apéndice I). Inocularam-se entdo tubos
com 0,Iml da suspensio celular pretendida. O registo dos resultados foi
feito no fim da primeira e terceira semanas respectivamente. Nos tubos em
que se verificou o crescimento 1+ ao fim da primeira semana, procedeu-se a
transferéncia de 0,lml da suspensdo desses tubos para novos tubos
preparados conforme descrito anteriormente.

- Morfologia em meio liquido

Para observacio do crescimento das células utilizou-se um meio rico
em cuja composi¢io entrava glucose, extracto de levedura e peptona,
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conforme descrito no Apéndice I. Os tubos de ensaio contendo o meio
foram inoculados com 0,1ml de uma suspensdo de cada estirpe de levedura
e deixados 3 temperatura ambiente. Num intervalo de tempo, compreendido
entre um e cinco dias foi-se observando macroscopicamente a presenga ou
auséncia de anmel, pelicula, ilhas e sedimento. Microscopicamente
(microscépio 6ptico Leitz-Biomed) observou-se o aspecto das células das
leveduras, o tipo de gemulagdo, a auséncia ou a presenca de ascos (¢ neste
caso a forma e niimero dos ascGsporos), € a existéncia ou nio de micélio ou
de psendomicélio. O registo destas observagoes, sob a forma de esquemas,
" foi feito em caderno préprio de modo a poderem fazer-se posteriores

comparagOes dos diversos aspectos.

- Crescimento a diferentes temperaturas

Apesar das temperaturas Optimas de crescimento da maioria das
espécies se encontrar entre os 25°C e os 30°C, existem numerosas excepgoes,
nomeadamente em espécies provenientes de habitats restritos e especificos.
Para determinagio da capacidade de crescimento das leveduras a diferentes
temperaturas, utilizou-se um meio rico com glucose 2% (p/v) € seguiu-se a
metodologia j4 descrita (ApéndiceI). Os tubos com o in6culo foram deixados
a crescer até um méaximo de cinco dias, em banhos termostatizados, as
seguintes temperaturas: 30°C, 35°C, 37°C e 42°C. A presenga ou auséncia de
crescimento a cada temperatura foi registada.

- Tolerdncia osmética

As leveduras isoladas de substratos com elevadas concentragoes de
cloreto de sédio ou de agiicar, sdo geralmente resistentes a pressoes
osmoticas elevadas. Com o objectivo de se avaliar a toleriincia a 10% (p/v)
de cloreto de sddio, inocularam-se tubos preparados conforme o Apéndice I
e inoculados com 0,1ml de uma suspensdo de levedura.
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No sentido de se verificar a tolerincia osmética a 50% (v/v) de
glucose, as leveduras, provenientes de uma cultura jovem (24 a 48 horas),
foram inoculadas em tubos contendo glucose e extracto de levedura
‘agarisados conforme consta do Apéndice I.

Cinco dias ap6s a inoculagdo destes tubos, mantidos 4 temperatura
ambiente, verificou-se se ocorreu ou ndo crescimento.

- Hidrélise da arbutina e teste da urease

Com o objectivo de confirmar a presenca da p-glucosidase
inocularam-se tubos de meio agarisado de arbutina (ApéndiceI). Nos casos em
que a levedura hidrolisa a arbutina, liberta-se hidroxiquinona que
combinada com sais férricos do meio, the confere uma cor acastanhada.

Para realizar o teste da urease, as estirpes foram inoculadas no meio
agar de ureia de Christensen (Apéndice I) & temperatura ambiente. A
actividade desta enzima é detectada pelo aparecimento de uma coloragdo
rosa-carmim.

Ap6s inoculagdo por estria a partir de um pré-inéculo em Y.P.G., a
actividade da B-glucosidase e a actividade da urease, foram verificadas cinco
dias apés a inoculagdo.

- Resisténcia a cicloheximida

A tolerincia ao antibiético actidiona foi verificada inicialmente por
Whiffen (1948) referido por Van Der Walt e Yarrow (1984). A avaliacdo da
sensibilidade a este antibi6tico foi detectada através do crescimento ao fim
da primeira e da terceira semanas, tanto para os tubos de ensaio que
continham 100 ppm como 1000 ppm de cicloheximida, preparados
conforme o Apéndice I, ap6s terem sido inoculados com O0,iml de

suspensdo de levedura.
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- Observagio das caracteristicas sexuais

Com o objectivo de se verificar a capacidade de produgdo de
esporos sexuados, prepararam-se meios pobres, propicios a esporulagio,
uma vez que ou nio possuiam na sua constitui¢do qualquer fonte de
carbono ou entdo, se presente, tratava-se da glucose numa concentragdo que
ndo ultrapassou 0,1% (p/v), como os que se referem no Apéndice L

A presenga de esporos produzidos pelas leveduras, foi verificada ao
longo do tempo (a partir do segundo dia até dois a trés meses apés a
" inoculagdo) por observagdes ao microscopio Optico (Leitz-Biomed). Em
caso de ddvida, procedeu-se a coloragdo diferencial dos esporos, pela
técnica de Wirtz modificada por Schaeffer-Fulton’s (Van Der Walt ¢ Yamow,
1984) em que, apSs fixagdo pelo calor, se cobriu a preparagdo com uma
solugdo aquosa de verde-malaquite 5% (p/v) durante 60 segundos e se
removeu o excesso de corante. Logo em seguida revestiu-se com uma
solucdo de safranina 0,25% (p/v) durante 30 segundos, lavou-se em dgua
corrente e secou-se com papel de filtro. Se presentes, 0s esporos vistos ao
microscépio 6ptico, apresentavam cor esverdeada ou azulada.

A identificacio de cada uma das 95 estirpes de leveduras isoladas foi
feita integrando todas as informagdes obtidas nos testes descritos, com base
num programa de computador, "Yeast Identification PC Program: Version
1" (Bamnett et al., 1990).

3. DETECCAO DA SENSIBILIDADE E ACTIVIDADE "KILLER® DAS
LEVEDURAS ISOLADAS

As estirpes utilizadas para a determinagdo da actividade "killer"
foram fornecidas pela Colec¢do Portuguesa de Leveduras, Instituto
Gulbenkian de Ciéncia, Oeiras.
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No sentido de se obter uma panorimica mais geral, quer da
sensibilidade. das estirpes seleccionadas aos factores "killer" de outras
leveduras, quer da sua prépria capacidade "killer", e portanto da sua
susceptibilidade de destruicio de leveduras reconhecidamente resistentes,
utilizou-se o0 meio Y.M.A. e tampio citrato de sédio pH 4 contendo uma .
concentragdo final de azul de metileno de 0,1% (v/v), procedendo-se
conforme descritd no Apéndice I.

‘O meio contendo uma solugdo aquosa de azul de metileno foi
vertido em placas estéreis que se deixaram solidificar. Estas placas foram
~ inoculadas por espathamento de 0,2ml! de uma suspensdo de células de
levedura cuja sensibilidade a factores "killer" se pretendia conhecer. ApGs
este procedimento, em cada uma foram inoculadas, por ansada, em zonas
concentradas (* lcm de didmetro), em locais perfeitamente definidos da
propria placa, leveduras que supostamente apresentavam actividade "killer".
Nestas condigdes, as placas foram colocadas numa cimara 3 temperatura de
15 - 20°C, durante um periodo midximo de dez dias. Passado o referido
tempo (nalguns casos ao fim de trés dias) pdde verificar-se um halo
delimitado por uma linha azul mais escura que circundava a colénia da
levedura possuidora de actividade "killer". Tal halo corresponderia ao local
onde ocorreu morte ou ligeiro crescimento da levedura espalhada na placa,
por interdicdo da levedura com actividade "killer" (Sampaio, 1991).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. ESPECIES DE LEVEDURAS ISOLADAS E SUA CARACTERIZAGCAO

Foram isoiadas, a partir dos 34 iscos recolhidos, um total de 95
estirpes de leveduras, pertencentes aos seguintes géneros: Saccharomyces,
Torulaspora, Pichia, Issatchenkia ¢ Kluyveromyces. Através dos métodos de
" taxonomia cldssica utilizados para a sua identificagdo, s6 nos foi possivel
identificar com clareza 75 dessas estirpes, dado o mimero de testes
discrepantes em relagdo 2 estirpe tipo, nomeadamente no que respeita a
assimila¢do de compostos de carbono e de nitrogénio (Bamett er al., 1990).

Ndo foram detectadas quaisquer leveduras com afinidade
basidiomiceta. As leveduras identificadas incluiam-se no grupo das
ascomicetas, comportando 50 estirpes asporogénicas pois ndo evidenciaram
a presenca de esporos, e 45 estirpes ascosporogénicas, distribuidas no
conjunto por nove espécies diferentes. Assim, cerca de 36% das estirpes de
leveduras isoladas eram de S. cerevisiae, sendo esta a espécie predominante,
imediatamente seguida por T. delbrueckii, P. membranaefaciens ¢ I
orientalis, conforme se pode verificar no diagrama da Fig.2.9. em que se
apresenta a percentagem relativa das espécies de leveduras presentes nas 75
estirpes identificadas. Recorrendo apenas a testes de taxomomia clissica
torna-se muito dificil distinguir as estirpes de P. membranaefaciens e P.
cactophila ou pseudocactophila. O tnico parimetro que pode ser utilizado
para a sua disting3o ¢ a respectiva capacidade de ndo crescerem (no caso das
primeiras estirpes) ou crescerem ( as duas dltimas estirpes referidas) a 40°C.
De igual forma, referimos sempre P. cactophila ou pseudocactophila uma
vez que a sua distingdo s6 é possivel através de testes de reassociagdo de
DNA e/ou electroforese das enzimas glucose-6-fosfato desidrogenase,
hexocinase e fosfoglucomutase (Bamett er al., 1990). Sendo caracteristicas de
habitats muito especificos, € interessante verificar a presenga destas estirpes
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em massas panares. No entanto, a sua presenga noutros tipos de substratos,
como nas salmouras de azeitonas, j4 foi anteriormente referida (Marquina et
al., 1992; Rodrigues, 1994).

P. cactophila ou pseudocactophila(3%)

1. occidentalis{1%)
; T. delbrueckii(17%)

I. orientalis(15%) £

K. marxianus(1%) S. kluyveri(4%)

P. anomala(7%)

S. cerevisiae(36%)

Fig. 2.9 Percentagem de ocorréncia das espécies de leveduras em relagdo ao total de
estirpes isoladas e identificadas nos iscos.

Em relagio a cada um dos diferentes iscos estudados, a espécie
predominante foi S. cerevisiae, isolada em cerca de 80% das amostraé.
Outras espécies apareceram também com alguma frequéncia: I. orientalis, P.
membranaefaciens ¢ T. delbrueckii foram as espécies mais abundantes,
ocorrendo em cerca de 40% dos iscos analisados. As espécies menos
frequentes nos iscos foram I. occidentalis, K. marxianus, P. anomala, P.
cactophila ou pseudocactophila e S. kluyveri, conforme se pode observar na
Fig. 2.10.

O nimero total de UFC . g1 nos diversos iscos, esteve sempre
compreendido entre 105 e 105. Estes valores eram aparentemente

independentes da composi¢do dos fermentos, quer no que fespeita 2
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quantidade e variedade das farinhas de que eram constituidos, quer no que

concerne ao nimero e tipo de espécies de leveduras presentes.

I. occidentalis

I. orientalis

K. marxianus

P.anomala

P. cactophila ou pseudocactophila
P. membranaefaciens

S. cerevisiae

S. kluyveri

T. delbrueckii

0 20 40 60 80 100

% de ocorréncia

Fig. 2.10. Percentagem de ocorréncia das diversas espécies isoladas e identificadas em
relacdio 4 totalidade dos iscos estudados.

De entre os parimetros utilizados para a caracterizagio das
leveduras, as propriedades fisiol6gicas consideradas mais relevantes tendo
em conta a sua origem e a sua potencial aplicagdio na panificagdo,
encontram-se resumidas na Tabela 2.1. Cerca de 90% das leveduras isoladas
utilizavam o 4cido lactico, do mesmo modo que a maioria crescia bem a
42°C. Esta incidéncia de leveduras capazes de crescer a elevadas
temperaturas € provavelmente o resultado da selec¢do natural, relacionada
com as condicdes ambientais que rodeiam a preparacdo destas massas e,
consequentemente, dos iscos. De facto, a broa tradicional, feita de milho e
centeio, de onde recolhemos os iscos, é preparada a partir destes, com 4gua
e farinha, funcionando como iniciadores. Tanto estes iniciadores, quanto a
méssa onde vdo ser incorporados, sdo preparados com 4dgua a pelo menos
70°C, de tal modo que a temperatura no interior da massa € sempre elevada

e nunca inferior a 40°C.

58



Resultados e discussio

Tabela 2.1. Espécies de leveduras isoladas a partir dos iscos de pio e comparagdo de &m:iwm caracteristicas seleccionadas.

Nimero Fermentacdio Fermentagio Assimilagio Assimilagio Assimilagio Assimilagdo Crescimento Crescimentc Crescimento

Espécies isoladas k& daglucose damaltose dagalactose dasacarose darafinose da trealose em dcido em glucose a42°C
estirpes lctico 50%
Issatchenkia occidentalis 1 D - - - - - + - -
Kurtzman et al.
Issatchenkia orientalis 11 + - - - - v + - +
Kudryavtsev
Kluyveromyces 1 + - + - + - + - +
marxianus
(Hansen) van der Walt
Pichia anomala 5 + + + + + + + - v
(Hansen) Kurtzman
Pichia cactophila 2 + - - - - - + - +

Starmer et al. /
Pichia pseudocactophila
Holzschu et al.

Pichia membranaefaciens 12 + - - - - 1% + - 14
(Hansen) Hansen

Saccharomyces cerevisine 27 + |4 v \’4 \ 4 v \ 4 | 4 |4
Meyen ex Hansen

Saccharomyces kluyveri 3 + D + + + + + | 4 +
Phaff et al.

Torulaspora delbrueckii 13 + 14 1 4 v + +/D |4 y 14
(Lirkiner) Lindner

V - varigvel; D- demorado, (positivo apenas apds uma semana ou mais).
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2. ASSOCIACOES DE LEVEDURAS PRESENTES NO MESMO ISCO

O nimero de espécies de leveduras presentes nos iscos estudados ndo
se mostrou constante, nem tio pouco, para 0s casos em que esse nimero se
mantinha, as associa¢cdes de leveduras encontradas eram as mesmas.

E ainda importante referir que nalgumas massas o nimero de
espécies presentes ndo coincide com o mimero de estirpes encontradas, ji

que em virias situagbes se identificaram vérias estirpes da mesma espécie
, num mesmo isco; assim pudemos constatar que o nimero méiximo de
espécies distintas num mesmo isco foi de quatro, mas casos houve em que se
isolaram seis estirpes de leveduras.

A Tabela 2.II evidencia a distribui¢do da populagido de leveduras nas
34 amostras examinadas. Somente 21% dos iscos apresentava uma tnica
espécie de levedura. Associagbes de duas espécies foram encontradas em
47% dos fermentos, 29% apresentavam trés diferentes espécies € uma Gnica
amostra (3%) exibia quatro espécies de leveduras.

As associacdes de S. cerevisiae e T. delbrueckii, 1. orientalis e fou P.
membranaefaciens foram as mais frequentes. E de notar que na populagdo
existente em cada isco, se encontrava incluida pelo menos uma espécie
tipicamente fermentativa, quer S. cerevisiae, quer T. delbrueckii, com
excep¢do da associagdio entre P. anomala, P. membranaefaciens e I
orientalis, encontrada num dos fermentos. Aparentemente, este isco € de
algum modo semelhante 3 massa 4cida de San Francisco, na qual €
predominante a levedura S. exiguus, nio fermentativa da maltose, enquanto
a fermentacdo desse agicar é levada a cabo por bactérias licticas (Sugihara er
al., 1971). A presenga dominante de S. cerevisiae pode, nalguns casos, ser
explicada pela reintrodug@o periédica de levedura prensada de panificacio,
com o objectivo de acelerar a leveda¢do da massa panar.
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Tabela 2.11. AssociagOes de espécies de leveduras presentes nas 34 amostras de iscos e
respectiva frequéncia.

AssociagOes Frequéncia
(Nimero de iscos)
W

Saccharomyces cerevisiae 7

Saccharomyces cerevisiae e Torulaspora
delbrueckii 4

Saccharomyces cerevisiae ¢ Pichia

membranaefaciens 5

Saccharomyces cerevisiae e Issatchenkia

orientalis

Saccharomyces cerevisiae e Pichia anomala

Saccharomyces cerevisiae ¢ Kluyveromyces

marxianus 1
Torulaspora delbrueckii e Pichia
cactophila/pseudocactophila 1

Torulaspora delbrueckii e Pichia
membranaefaciens 2

Saccharomyces cerevisiae, Issatchenkia orientalis
e Pichia cactophila/pseudocactophila 1

Saccharomyces cerevisiae, Issatchenkia orientalis
e Pichia membranaefaciens 1

Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora
delbrueckii e Issatchenkia orientalis 4

Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces
kluyveri e Issatchenkia orientalis 1

Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora
delbrueckii e Pichia membranaefaciens 1

Saccharomyces kluyveri, Pichia
membranaefaciens e Issatchenkia occidentalis 1

Torulaspora delbrueckii, Pichia
membranaefaciens e Issatchenkia orientalis 1

Pichia anomala, Pichia membranaefaciens ¢
Issatchenkia orientalis 1

Saccharomyces cerevisiae, Pichia
membranaefaciens, Torulaspora delbrueckii e 1
Issatchenkia orientalis
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3. COMPOSICAO E pH DOS ISCOS

Em relagio 34 composicdo dos iscos verificou-se que a grande
maioria tinha sido preparada 3 custa de uma mistura, em proporgdes
varidveis e quantificadas de farinha de milho e de centeio e s6
esporadicamente abresentavam quantidades vestigiais de trigo. Os valores de
pH de cada amostra, bem como a respectiva razio milho/centeio
determinados, estdo apresentados na Tabela 2.11I.

Pode verificar-se que os valores mais elevados de pH registados,
correspondiam a um isco exclusivamente feito 4 custa de farinha de trigo
(4,25) ou entdo a pasta de levedura comercial prensada (Gist-Brocade).
Todos os outros valores de pH encontrados eram inferiores,
compreendendo-se entre 3,0 € 3,5.

Aparentemente nio nos pareceu ser possivel estabelecer alguma
correlagdo entre os valores de pH dos iscos e a sua composi¢do em termos
de tipos de farinhas que entravam na sua composigdo, apesar de¢ numerosos
autores referirem a necessidade de valores mais baixos de pH, para panificar
massas com mais de 20% de farinha de centeio (Rocken er al., 1992; Hansen e
Hansen, 1994; Meuser e7 al., 1994; Rocken ¢ Voysey, 1995). Também € importante
referir que tais autores se referiam a valores de pH determinados para uma
pasta em que intervinha como agente levedante uma unica estirpe de
levedura. E bem possivel que nestes iscos em que a populagdo
microbiolégica é tio variada dentro de cada isco, o valor do pH ndo esteja
tnica ¢ exclusivamente dependente do tipo e quantidade de farinhas
envolvidas no seu fabrico, mas também do tipo e variedade dos
microrganismos presentes ¢ at€é mesmo das interacgOes metabblicas que
eventualmente se possam estabelecer entre eles.

Adicionalmente, estes resultados parecem indiciar que existe uma
popula¢do de leveduras caracteristica deste tipo substratos, uma vez que se
encontraram as mesmas associagdes de leveduras em fermentos provenientes
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de locais geograficamente distintos e feitos a custa de diferentes tipos e
quantidades de farinhas.

Tabela 2.IIL. Valores de pH encontrados para os 34 iscos recolhidos e a razéo mitho
centeio existente em cada um deles.

Identificacdo do isco pH da amostra razdo milho/centeio
W
UM 28 (VM) 3,45 2,70
UM 33 (PLg) 4,25 (1)
UM 34 (VM) 3,49 2,66
- UM 35 (VM) 3,30 5,00
UM 36 (VM) 3,23 4,50
UM 37 (VM) 3,40 4,33
UM 38 (VM) 3,49 3,30
UM 39 (VM) 3,47 2,40
UM 40 (VM) 3,52 2,00
UM 41 (VM) 3,16 4,00
UM 42 (B) 3,45 4,50
UM 43 (B), 3,48 3,97
UM 44 (VM) 3,33 2,5
UM 45 (B) 3,51 3,75
UM 46 (PL) 4,22 (2)
UM 47 (VC) 3,29 3,40
UM 48 (A) 3,50 4,60
UM 49 (A) 3,55 5,00
UM 50 (A) 3,13 5,00
UM 51 (A) 3,49 2,00
UM 52 (A) 3,23 6,50
UM 53 (A) 3,49 6,00
UM 54 (A) 3,36 12,00
UM 55 (C) 3,21 3,00
UM 56 (C) 3,34 3,78
UM 57 (A) 3,22 5,89
UM 58 (VR) 3,08 1,00
UM 59 (VM) 3,27 2,00
UM 60 (VM) 3,28 3,33
UM 61 (VM) 3,44 2,00
UM 62 (VM) 3,23 3,56
UM 63 (VM) 3,07 2,75
UM 64 (PL) 3,51 4,65
UM 65 (B) 4,20 2)

(A), Amares; (B), Braga; (C), Coimbra; (PLg), Porto de Lagos; (PL), Pévoa de
Lanhoso; (VM), Vieira do Minho; (VR), Vila Real.

(1): isco contendo somente farinha de trigo.

(2): correspondente a pasta de levedura industrial (Gist-Brocade).
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O facto de nos iscos estudados encontrarmos dominantemente
associagbes de diferentes espécies de leveduras, presenga de bactérias e um
pH 4cido, fez com que de algum modo os compardssemos as denominadas
culturas "starter", também caracteristicas do pdo 4cido conhecido por
"sour-dough”.

O "sour-dough” é um sistema biolégico complexo no que respeita a
composi¢io microbiolégica dos "starters" (Sugihara er al, 1971). Na
panificagdio, o "sour-dough" melhora as propriedades do pdo, induz um
~ miolo mais coeso, com estrutura uniforme e promove um paladar mais
agraddvel dos produtos feitos 3 custa de farinhas de trigo e centeio, ao
mesmo tempo que aumenta a sua duragdo porque retarda o aparecimento de
fungos, conforme vérios autores referidos por Esteve et al., (1994).

Os mesmos autores citam também que a utilizagdo do "sour-dough”
no pio de trigo se faz, porque funciona como um agente que promove O
aumento de volume da massa, a sua acidificagdo e o seu aroma. Também o
uso de farinha de centeio no fabrico de pdo obriga a uma acidificacdo das
massas, acidificacdo essa que pode ser feita, nomeadamente, por
incorpora¢do de uma porgdo adequada de "sour-dough” (Récken e Voysey,
1995). Estas propriedades atribuidas ao "sour-dough" fazem-nos pensar em
hipotéticas aplicagdes similares dos iscos do pdo tradicional portugués. Um
conhecimento mais detalhado, atavés de estudos sistemdticos, dos efeitos da
inclusdo destes iscos nas massas de pdo de trigo, dar-nos-io a oportunidade
de obter também diferentes tipos do referido pao.

4. AVALIACAO DA SENSIBILIDADE E CAPACIDADE "KILLER"

Pareceu-nos que seria importante avaliar a sensibilidade e a
capacidade "killer" das leveduras isoladas, tanto mais que a importincia
prética deste efeito & particularmente significativa nas inddstrias em que as
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leveduras sdo, como no caso da panificagdo, produto do processo, e que
além de competirem pelo substrato sdo capazes de matar a estirpe comercial.

Quando pretendemos conhecer a resisténcia das estirpes que
isol4mos em relagdo a estirpes "killer" fornecidas pelo IGC, os resultados
obtidos foram os que referimos na Tabela 2.IV. Pode desde logo verificar-se
que um grande nimero das estirpes que isoldmos (aproximadamente 40%)
sio sensiveis a factores "killer". Em relagdo aos outros cerca de 60%, ndo
podemos afirmar a sua total resisténcia aos referidos factores, dado que nao

foram avaliadas para todos os factores "killer" conhecidos.

» Torna-se também evidente, que s3o essencialmente as estirpes de S.
cerevisiae as mais sensiveis a factores "killer" de leveduras da mesma
espécie. E também not6rio que em ordem de grandeza se seguem as estirpes
de T. delbrueckii, demonstrando-se sensiveis as duas estirpes de S. cerevisiae
com factores "killer". Para além destas duas espécies sensiveis, sO duas
estirpes da espécie I. orientalis examinadas demonstraram sensibilidade a
estirpe de P. anomala 1GC 4121.

Estudos feitos em células de leveduras, levaram alguns autores a
concluir que as leveduras do gémero Saccharomyces com caracteristicas
"killer" ndo eram muito frequentes € que um armazenamento prolongado
destas estirpes de levedura em laboratério, causava a perda da actividade
"Killer" (Rosini, 1989).

A constatagdo da existéncia de associagdes de leveduras num mesmo
isco, induziu-nos alguma curiosidade acerca da existéncia de leveduras
"killer" no conjunto de estirpes isoladas, tanto mais que, como decorre da
literatura mais recente, as leveduras "killer" s3o mais frequentes nas estirpes
recentemente isoladas da natureza, situagdo onde se enquadravam as que
tinham sido por nés isoladas. Os resultados obtidos no que respeita a
actividade "killer" das estirpes que isoldmos apresentam-se sintetizados na
Tabela 2.V..
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Conforme se pode observar, s6 cerca de um quarto das leveduras
gue isoldmos. se comportam como estirpes ‘“killer”, nas condigdes
experimentais referidas. As estirpes de Pichia anomala apresentam o efeito
mais marcante ¢ o espectro mais largo, matando leveduras do género
Kluyveromyces, Pichia e Saccharomyces. E bem possivel que o nimero de
estirpes "killer", nas estirpes que isoldmos, esteja subestimado em fungdo do
meio utilizado, umé vez que comega a ser corrente na literatura a referéncia
da importincia do cloreto de s6dio no meio, como factor que influencia a
produgdo de toxina nos alimentos fermentados (Suzuki er al.,1989; Marquina et
 al., 1992). A presenca de estirpes "killer" entre as leveduras que isoldmos
pode ser importante para evitar o crescimento de estirpes contaminantes e
para estabelecer uma populagio de leveduras que contribua para as
caracteristicas organolépticas desejiveis no pao.

O estudo da actividade "killer" tem sido mais intenso em .
cerevisiae, devido ao papel industrial que desempenha. Tal facto ndo nos
pode levar a concluir que se trata do género em que essa actividade € mais
frequente. De facto, de acordo com Rosini (1989) esta actividade ¢
relativamente diminuta no género Saccharomyces sendo maior no género
Pichia. De igual forma, a ideia inicial de que as leveduras "killer" ndo eram
abundantes na natureza, tem vindo a ser refutada pela propria realidade uma
vez que estudos efectuados em mostos revelaram que o fenétipo "killer" estd
largamente distribuido nos diversos géneros de leveduras presentes neste
tipo de fermentagdes, incluindo Saccharomyces (Cansado ez al., 1989; 1991).
Foi igualmente detectada actividade "killer" em cerca de metade das
leveduras isoladas a partir de fermentages espontineas de salmouras de

azeitonas (Marquina et al., 1992).
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O crescente interesse pelas leveduras "killer" estd associado ao seu
papel na inddstria: nas fermentacdes industriais, onde a pureza
microbiolégica € determinante, o uso de leveduras "killer", capazes de
sobreviver em relagdo as leveduras selvagens sensiveis, pode tornar pouco
relevante a possibilidade de contaminagdo (Rosini, 1989).

Este olhar relativamente abrangente sobre as leveduras "killer" que
isoldmos, tem a ver com a necessidade estrita de seguranca nas indistrias e
consequentemente com a obtengdo de estirpes selvagens de leveduras

possuidoras de factores "killer", de modo a que as inddstrias funcionem nas

mais rigorosas condigdes de esterilizagao.
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CARACTERIZACAO E SELECCAO DAS ESTIRPES DE LEVEDURAS
ISOLADAS COM VISTA AO SEU POTENCIAL USO EM PANIFICAGAO



Introducdo

1, INTRODUGAO

Nesta fase de desenvolvimento do trabalho foi nosso objectivo
seleccionar estirpes de acordo com as caracteristicas desejdveis numa boa
levedura de panifica¢do. Assim, em primeiro lugar, foram seleccionadas, de
entre as estirpes isoladas, aquelas que fermentavam rapidamente a maltose.
Em seguida, foram determinadas as taxas especificas de crescimento e a
© produgdo de biomassa em diferentes meios de cultura de forma a eliminar as
estirpes de crescimento lento e baixa produtividade. As leveduras assim
seleccionadas foram entio experimentadas em relagdo a sua capacidade de
produgdo de CO, na massa, tendo igualmente sido estudada a influéncia do
meio de crescimento na sua capacidade fermentativa.

Uma vez que se conhece o papel preponderante da maltase durante o
processo fermentativo ¢ é comumente aceite que a actividade da invertase ¢
elevada nas estirpes de S. cerevisiae utilizadas em processos fermentativos,
pareceu-nos também importante avaliar a actividade destas enzimas tanto
nas estirpes seleccionadas como numa estirpe proveniente da panificagdo
industrial. Finalmente a estrutura da massa bem como as alteragdes ocorridas
no seu interior apds a fermentagdo, foram examinadas recorrendo 2
microscopia electrénica de varrimento.

Apresentamos de seguida uma breve introducdo sobre aspectos
considerados relevantes para os objectivos propostos.

2. CARACTERISTICAS DAS LEVEDURAS DE PANIFICACAO

Na maior parte dos paises a defini¢io de levedura de panificagdo
restringe-se a Saccharomyces cerevisiae, uma levedura pertencente & classe
Ascomycotina. As estirpes comerciais de S. cerevisiae possuem muitas

caracteristicas comuns mas também distintas, uma vez que nio apresentam
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as mesmas propriedades conforme se destinam a producdo de cerveja, do
vinho ou de pao. Oda e Ouchi (1989) referem um conjunto de propriedades
importantes que uma levedura deve possuir para uma fermentacao rdpida da
massa: (i) elevada actividade glicolitica; (ii) capacidade de adaptagdo rdpida
3 alteragdio de substratos; (iii) elevada actividade da invertase; (iv) elevado
potencial'de fermentacio da maltose e (v) capacidade de sintetisar enzimas ¢
coenzimas em condi¢des anaer6bicas. A estabilidade osmotica na presenca
de elevadas concentra¢Ses de agticar é também desejdvel em paises como o
Japdo, j4& que ai sio usados produtos de panificacdo mais doces do que no
" Norte da América ou na Europa. Assim, para avaliar as potencialidades de
uma nova levedura de panificagdo, deve-se, em primeiro lugar, avaliar
simultinea e quantitativamente, as propriedades acabadas de mencionar (Oda
¢ Ouchi, 1989).

A taxa de fermentagio em S. cerevisiae € controlada por um
conjunto de enzimas, permeases e proteinas reguladoras. No que respeita a
sacarose e, uma vez hidrolisada nas suas hexoses constituintes (glucose :e
frutose), através da invertase periplasmética, segue-se a entrada destes
produtos nas células através de proteinas transportadoras. Por sua vez, em S.
cerevisiae, a entrada de maltose na célula da levedura ocorre através de um
sistema de transporte mediado e, uma vez no citosol, € hidrolisada ém
glucose. As hexoses sdo entdo intracelularmente metabolizadas _‘\vlia
Embden-Meyerhof, originando etanol e di6xido de carbono. Cré-se que a
taxa de fermentagdo de S. cerevisiae, nas massas, parece ser controlada pelés
velocidades as quais ocorrem estas etapas iniciais do metabolismo dos
agiicares (hidrolise e transporte membranar). N

Actividades elevadas da maltase e da maltose-permease a0
particularmente importantes nas estirpes de leveduras de panificac¢do, pafa
catabolisar a maltose libertada a partir da acgdio das amilases dos cereais.l A
familia dos genes da maltose inclui cinco loci, designados MALI-4 e 6
Trabalhos de Cohen et al., (1984) mostraram que cada MAL locus incluia
pelo menos trés genes envolvidos na utiliza¢iio da maltose, nomeadamente

para a maltase, para a proteina transportadora da maltose € para a proteina
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reguladora. Algumas destas proteinas sdo constitutivas, outras indutiveis e as
actividades relativas destes dois tipos sdo criticos, dependendo da
composi¢io da massa e da velocidade da fermentagdo. Uma actividade
aprecidvel das enzimas induzidas pode retardar a fermentacdo da maltose
numa massa. O uso por virios autores de técnicas de hibridiza¢io
permitiram a construgdo de estirpes de panificacio em que este processo

deixa de ocorrer.

- Fungoes

Tém vindo a ser consideradas fung¢bes importantes das leveduras de

panificacdo as que a seguir se referem:

a- Aumentar o volume panar, através da libertagdo de dioxido de
carbono resultante da fermentagdo dos hidratos de carbono disponiveis na
farinha. O ambiente na massa € anaerébio, ou pelo menos microaerofilico,
em contraste absoluto com o ambiente em que se propagaram as células. Os
aclcares disponiveis na farinha (glucose, frutose, sacarose e maltose) sdo
essencialmente fermentados através da via glicolitica. Os oligo e
‘polissacarideos, também presentes, compostos por glucose e frutose
(glucofrutanos ou levosinas) podem ser parcialmente hidrolisados pela
invertase. Logo ap6s a hidratagdo da farinha, maior quantidade de maltose
‘se torna acessivel a partir do amido, por acgdo das a- e B-amilases (Burrows,
1979). Os aglcares mais rapidamente fermentdveis, glucose, frutose e
sacarose (cerca de 1,4% dos agucares fermentdveis) presentes na farinha,
suportam apenas a fermentacdo inicial da massa. Os glucofrutanos e
éspecialmente a maltose sdo os substratos que mantém a maior parte da
fermenta¢cio numa massa ¢ aumentam a velocidade da fermentagdo da
maltose, essencialmente por darem lugar a um processo adaptativo
constitutivo conforme € referido por Evans (1990).

Muitas massas sdo fortemente agucaradas com glucose ou sacarose,

contrastando assim com as massas normais, desprovidas de agicar ("lean").
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Nestas condi¢des, a pressdo osmotica na massa € extremamente elevada. O
cloreto de s6dio, frequentemente incluido nas massas como retardante do
crescimento de fungos, também contribui para a hipertonicidade das massas.
O efeito do "stress” osmotico nas leveduras leva a reducdo da taxa de
fermentagdo que pode ser incrementada pela presenca de 4cidos gordos de
cadeia curta adicionados & farinha, que também funcionam como inibidores
do desenvolvimento de fungos (Evans, 1990).

b- Desenvolver uma estrutura e textura na massa através do
- estiramento causado pela expansdo do COy libertado. A principal fungdo
da levedura durante a fermentagdo é libertar di6xido de carbono, através de
um processo fermentativo, provocando assim o estiramento mecénico das
proteinas da massa conhecidas como gliten. O processo do
*desenvolvimento" da massa, ainda imperfeitamente compreendido, altera as
suas propriedades reolégicas, tornando a massa mais eldstica e mais capaz de
aprisionar as pequenas bolhas de gds. O pdo proveniente de massas assim
fermentadas apresenta uma textura muito mais leve ¢ € mais apaladado do
que seria se fosse produzido doutro modo. Embora as células de levedura
sejam responsdveis pela expans3o do gds na massa em desenvolvimento, sdo
incapazes de iniciar o processo de aparecimento de alvéolos gasosos na
mesma: os nicleos de gds sio formados durante a mistura (amassadura)
preliminar, antes de serem expandidos pelo processo fermentativo (Evans,
1990).

¢- Melhorar o paladar. Os produtos de fermentacdo, nomeadamente
4cido acético e dcido lictico sio compostos importantes no aroma ¢ paladar
do péo, sendo mesmo de supor que o préprio dcido acético potencie o efeito
de outros compostos aromdticos do pdo de trigo. O uso de selecgdes
especificas de culturas de bactérias l4cticas favorece o paladar ¢ o aroma do
pio. O uso de concentragies adequadas de certos aditivos podem
incrementar o paladar do pdo mas, em contrapartida, podem apresentar
efeitos negativos no volume panar (Gélinas e Lachance, 1995; Gélinas er al,
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1995). Segundo Hansen e Hansen (1994), o paladar do pdo 4cido, feito a base
de trigo, é mais rico e aromético do que o pdo de trigo de fabrico vulgar,
devido ao longo periodo de fermenta¢do que ocorre no primeiro caso. O
aroma ¢ paladar do pdo advém ndo s6, como se disse, da fermentagdo da
massa mas também da cor da sua prépria crosta. Durante a panificagdo
alguns compostos aromaticos evolam-se, enquanto outros reagem com
aminodcidos e outros constituintes da massa, determinando algumas das
propriedades organolépticas do pao (Ponte e Reed, 1982).

d- Acrescentar (de um modo secunddrio) valor nutritivo ao pdo. E
por vezes referido que a levedura também contribui para o valor nutricional
do pdo. Embora as leveduras contenham proteinas e outros compostos de
valor nutritivo, a sua contribui¢do para o valor nutritivo do pdo nio é muito
significativa unicamente porque a levedura ¢ utilizada nas massas panares
em baixas proporgdes.

3. AMASSA PANAR

3.1. ESTABILIZACAO E RETENCAO DO DIGXIDO DE CARBONO NA
MASSA

Se no processo de fabrico do pdo cotejarmos a posi¢do Gnica do
tﬁgo, quando comparada com a de outros cereais, verificamos que o facto
se deve a capacidade da massa feita & custa de farinha de trigo ser capaz de
reter o gis em expansdo. Para se obter um pdo leve, com boa textura do
miolo, a massa deve ser capaz de reter os gases produzidos pelas leveduras
durante a fermentagdo, sob a forma de pequenos alvéolos, durante um
periodo relativamente longo. Estes alvéolos desempenham um papel crucial
na retengdo gasosa, mas o0 modo como s¢ formam e especialmente o que
Thes acontece durante a fermentacio da massa estd ainda pouco esclarecido.
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Hoje, muitos investigadores reconhecem ser necessario o conhecimento da
dinimica reolégica dos ingredientes que sdo utilizados, de modo a
garantirem a melhor massa, bem como o de técnicas que permitam estudar
tais propriedades, de modo a que o processo seja também eficiente (Baker,
1939; 1941; Baker e Mize, 1941; Petrofsky ¢ Hoseney, 1995; Ruan et al., 1995).

A estrutura esponjosa de uma massa durante o processo fermentativo
era considerada uma discreta dispersdo de alvéolos gasosos numa matriz
continua amilo-proteica (Baker, 1939; Baker e Mize, 1941). Hoje considera-se
que as rupturas da matriz durante a panifica¢do, provocam 0 aparecimento
~ de uma fase gasosa continua e, consequentemente, levam a uma rapida
perda de gds. Mecanismos que controlam a retengdo gasosa ddo relevincia
a0 gliten (Hoseney e Rogers, 1990) € aos lipidos polares ndo amidicos
(MacRitchie ¢ Gras, 1973). Outros autores referem o envolvimento de filmes de
interface gds/liquido na massa em processo de fermenta¢do. Os componentes
responsdveis pela estabilidade dos filmes ndo sdo ainda conhecidos, mas
parece nio dependerem nem das proteinas nem dos lipidos polares ndo
amidicos, mas possivelmente de pentosanos dissolvidos na fase aquosa da

massa (Gan er al., 1995).

3.2.0S ALVEOLOS GASOSOS E A EXPANSAO DA MASSA

A fase gasosa de uma massa existe dispersa sob a forma de pequenos
alvéolos gasosos, numa fase semi-s6lida que compreende amido, gliten e
outros componentes de menor importincia. Os "nficleos” dos alvéolos
gasosos, que mais tarde expandirdo di6xido de carbono, produzido pela
fermentagio das leveduras, sdo ai incorporados pela oclusdo de ar durante a
fase de mistura (Baker, 1941; Akdogan e Ozilgen, 1992). As leveduras sao
incapazes de produzir novos alvéolos gasosos na massa, embora possa
ocorrer subdivisdo dos alvéolos pré-existentes, durante as operagOes de
trabalho da massa e moldagem (Baker, 1941).

Em condigdes normais de panifica¢do, a perda inicial de gds € lenta
(uma vez que se deve 2 difusdo para a superficie externa da massa, seguida
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de evaporagio) mas um acentuado aumento na taxa de perda ocorre no
inicio da cozedura, atribuido 3 ruptura da matriz amilo-proteica que delimita
os alvéolos gasosos; pensa-se que é o resultado da interconec¢do de alvéolos
gasosos adjacentes, que convertem a massa de estrutura esponjosa numa
outra, em que os alvéolos se rompem e permitem a saida directa de gis (Gan
et al., 1995). Por sua vez, a ruptura da matriz tem sido atribuida a
gelatinizagdo do amido, que provoca um aumento da viscosidade da massa
(Eynard et al., 1995; Roach ¢ Hoseney, 1995; Shomer er al., 1995).

Toma-se entdo dificil de conciliar o aumento da qualidade do péao
devida ao uso de melhorantes oxidantes, que aumentam a resisténcia da
massa A deformagdo com o facto da gordura e da 4gua diminuirem essa
mesma resisténcia (MacRitchie ¢ Gras, 1973; Dennis et al., 1994; Chen e Hoseney,
1995). Estes factos ndo explicam a razio da grande importincia das proteinas
no fabrico do pdo: sdo cruciais na determinagdo da capacidade de
manuten¢io do gis na massa. A polimerizagdo das moléculas de glutenina
como resultado da alteragdo sulfidril-dissulfureto (Gupta er al., 1995; Weegels er
al., 1995) pode contribuir para o grande aumento da tensdo eldstica que
ocorre na matriz amilo-proteica durante o aquecimento, levando a ruptura
na massa e 4 perda da retengdo gasosa (Gan er al., 1995). H4 autores que
sugerem que o gliten contribui para a manutengdo do gds diminuindo a sua
difusdo através da massa (Hoseney e Rogers, 1990).

O di6xido de carbono produzido pelas leveduras durante a
fermentacio encontra-se na fase aquosa da massa; dai difunde-se para os
‘alvéolos gasosos, de onde se evapora, para concomitantemente gerar um
excesso de pressdo que fornece a energia conducente 3 expansio da massa.
0O CO» nio se difunde dos alvéolos para o exterior porque a fase aquosa que
os rodeia estd saturada. A saturacdo desta fase é mantida A custa do CO; que
continua a ser produzido pelas leveduras. S6 uma pequena porgdo de gis se
difunde para a superficie da massa e se evapora para a atmosfera
circundante, originando uma lenta perda de gds a partir da massa. Perto do
fim da cozedura ocorre, no entanto, um grande aumento na perda de gés.
Embora alguns investigadores atribuam o facto a um aumento da taxa de
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difusdo através da fase aquosa da massa (Gan et al.,, 1995), outros argumentam
que esta enorme perda se deve 3 ruptura da matriz amilo-proteica (Ponte e
Reed, 1982).

3.3. QUANTIFICACAO DO DIOGXIDO DE CARBONO DURANTE O
PROCESSO FERMENTATIVIO

O crescente aumento na procura dos diversos tipos de pdo, aliado ao
consumo por parte de paises que até 2 22 Guerra Mundial o ndo faziam, fez
| desenvolver investigacio e técnicas, de modo a encontrarem-s¢ métodos
para uma ficil e eficiente determinacio da actividade das leveduras de
panifica¢do, quando inseridas na massa. O teste de panificacdo que estimava
a actividade fermentativa das leveduras na massa, através da medi¢do do
tempo necessdrio para que uma determinada quantidade padrio de massa
atingisse uma altura fixa, sob condi¢des padronizadas, estd sujeito a erros de
cerca de 2,0 minutos em 70 minutos. Se adicionarmos os erros sistematicos
associados aos dias, operadores ¢ estagdes experimentais, o erro € aprecidvel.
Estes erros sio devidos essencialmente as variagdes da pressdo atmosférica e
as dificuldades de controlar a temperatura durante o periodo de mistura,
manuseamento € incuba¢do de grandes volumes de massa (Burrows e Harrison,
1959). Uma anélise critica dos métodos publicados que se baseavam na
medida, a pressio ou volume constante, da formagio de diéxido de
carbono, demonstrou que nenhum era suficientemente eficaz para ser usado
como método de rotina nas fibricas de produgdo de levedura. O método
denominado teste do fermentometro baseia-se na medida do gds produzido
a partir de uma pequena por¢io de massa, mantida a temperatura constante
a0 longo da experiéncia. ApSs numerosas determinagdes, este método
acabou por ser adoptado como um método padrdo para a determinacio da
actividade fermentativa da levedura na massa (Burrows ¢ Harrison, 1959).
A tecnologia pds hoje ao nosso alcance numerosos aparelhos, mais
ou menos dirigidos ao estudo das massas e/ou da actividade das leveduras

nessas massas. Tendo em conta que as qualidades fermentativas da massa
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dependem da qualidade da farinha, da qualidade das leveduras e dos
diferentes ingredientes adicionados € que as fases necessdrias ao
desenvolvimento da massa sdo: fermentagdo, reten¢do do gds, estabilidade
da massa e equilibrio entre as suas propriedades viscosas e eldsticas, tem sido
utilizado o reofermentémetro cujo funcionamento se encontra descrito na
seccdo de Material e Métodos.

Para os produtores de levedura com fim industrial, a utiliza¢do do
reofermentémetro € incontornivel dada a necessidade de avaliar as suas
leveduras ou mesmo avaliar novas estirpes, uma vez que este aparelho €
~ considerado um dos mais completos para estudar as caracteristicas

fermentativas das farinhas.
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MATERIAL E METODOS

Tendo em conta os resultados dos testes de fermenta¢do efectuados
como descrito na ‘seccdo de Material e Métodos do capitulo anterior,
seleccionaram-se para o desenvolvimento experimental desta parte do
trabalho, de entre as estirpes de levedura isoladas, 56 que apresentavam uma
rdpida fermentagdo da maltose.

1. DETERMINACAO DA TAXA ESPECIFICA DE CRESCIMENTO E BIOMASSA
MAXIMA DAS ESTIRPES SELECCIONADAS EM DIFERENTES MEIOS DE
CULTURA

1.1. MEIOS DE CULTURA

As leveduras foram inicialmente crescidas em meios onde se
incorporou melago de cana (Meio de Melago de Cana [I] e Meio de Melago de Cana
[1]), conforme VI- 3 ¢ 4 do Apéndice I. Dadas as caracteristicas destes
meios, e nas condigdes experimentais utilizadas, a avaliagio do crescimento
por turbidometria revelou-se impossivel, levando-nos 3 utilizagio de outros
meios de cultura de composicio tanto quanto possivel aproximada. Assim,
0s meios experimentados foram os seguintes:

1. meio mineral base com 2% de glucose (Y.P.D.).

2. meio mineral base com 2% de sacarose.

3. meio rico com 2% de sacarose (Y.P.S.).
A composicdo de cada um dos meios referidos encontra-se descrita na
sec¢do VI- 1, 2 e 6 do Apéndice 1.
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Todos os crescimentos foram efectuados 3 temperatura de 28°C e a
pH 4 ¢ 6. Uma vez que os crescimentos decorreram em "batch” para que o
arcjamento ndo se tomasse um factor limitativo da quantidade de biomassa
formada no decorrer das experiéncias, fez-se borbulhar ar no interior dos
baldes utilizando bombas de aquirio, através de tubos estérels munidos de

um filtro descartdvel também estéril (Fig. 3.1.).

Fig. 3.1, Aspecto da montagem utilizada no crescimento das levedurns mantendo o
Arejamento constante,

1.2. DETERMINAGAQ DA BIOMASSA MAXIMA

A biomassa mdxima foi determinada em células crescidas no meio

Y.P.S. e estimada em termos de peso seco. As células foram deixadas a
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crescer até A fase estaciondria de crescimento (nas nossas condi¢des
experimentais, durante 24 horas) até uma densidade 6ptica compreendida
no intervalo [3,5 - §,5], medida a 640 nm (Espectofotémetro Spectronic 21
Bausch & Lomb). Foram retirados triplicados de amostras de S5ml de
suspensdo de células que foram filtradas em membranas Schleicher &
Schuell de 47mm de didmetro e poro de 0,45um, previamente pesadas, pré-
lavadas e lavadas duas vezes com 10ml de 4gua ultra-pura. O conjunto foi
colocado numa estufa a 80°C por um periodo de 18-24 horas até ser
novamente pesado. O valor encontrado para cada situagdo foi corrigido,
 uma vez que previamente determinimos o valor médio correspondente 2
desidratagdo das referidas membranas, por pesagem de oito membranas
antes e depois de estarem 0 mesmo tempo na referida estufa. A biomassa
corrigida foi expressa em mg de peso seco por ml de suspensdo (mg . ml1).

Para confirmar se toda a sacarose tinha sido consumida, foram
retiradas amostras ao longo do periodo de crescimento. Essas amostras
foram centrifugadas durante 3 minutos a 12000 rpm (1400 g) ¢ a
concentragdo de sacarose determinada no sobrenadante utilizando um
sistema "Boheringer Mannheim GmbH Sucrose/D-Glucose UV method test
kit". Este método baseia-se na determina¢do da concentra¢do da D-glucose
antes e depois da hidrélise enzimética: a pH 7,6 a hexocinase catalisa a
fosforilagdo da D-glucose pela adenosina-trifosfato, com formagdo
simultdnea de adenosina-difosfato. Na presenca da glucose-6-fosfato
desidrogenase, a glucose-6-fosfato formada € especificamente oxidada pela
nicotinamida-adenina dinucleotideo fosfato a gluconato-6-fosfato, com
formag¢do de nicotinamida-adenina dinucleotideo fosfato reduzido. O
composto formado nesta reacgdo & estequiométrico com a quantidade de
D-glucose e pode determinar-se através da sua absorvincia a 340 nm
(Espectrofotometro Perkin-Elmer UV/VIS). A inversio enzimética ocorre
quando, a pH 4,6, a sacarose é hidrolisada em D-glucose e D-frutose na
presenca da enzima P-frutosidase (invertase). O conteido em sacarose é
calculado a partir da diferenca entre as concentragées de D-glucose antes e

depois da inversdo enzimitica.
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1.3. DETERMINACAO DA TAXA ESPECI{FICA DE CRESCIMENTO

Calculdmos as taxas especificas de crescimento (kc) utilizando os
valores da densidade populacional (x), obtidos durante o crescimento
exponencial, quer utilizando o método turbidimétrico (D.O.ss0nm) quer
determinando os valores da biomassa (peso seco de células expresso em g .
I'1). Deste modo, cada um dos valores de kc foi calculado a partir do declive
~ da recta (crescimento exponencial), definido pela equagdo:

In Xt = In Xyg +kc (Ab),
c,
ke= (In X¢ - In Xto) . (AD!,

em que X € Xg representam os valores da densidade populacional em termos

de peso seco ou de turbidimetria, respectivamente para os tempos t € to0.

2. PRODUGAO DE DIOXIDO DE CARBONO NAS MASSAS

Das leveduras experimentadas, foram seleccionadas cinco estirpes de
Saccharomyces cerevisiae (DB 52A; DB 55A; DB 55B; DB 56A ¢ DB 56 B) € trés
de Torulaspora delbrueckii (DB 42B; DB 48B ¢ DB 62A), em virtude da sua
grande capacidade de fermentar a maltose, da sua elevada produgdo de
biomassa e da sua taxa especifica de crescimento. Para podermos ter padrdes
para comparagdo, além destas estirpes foram utilizadas também trés de S.
cerevisiae, duas provenientes da panifica¢do industrial (F 46 ¢ F 65) € uma
originalmente isolada a partir de levedura seca activa, utilizada em
vinificagdo (IGC 4072). Foi igualmente utilizada uma estirpe de T.
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delbrueckii (IGC 4478), proveniente de mosto. As duas Gltimas estirpes

referidas foram fornecidas pela Colec¢do Portuguesa de Leveduras (PYCC),

Instituto Gulbenkian de Ciéncias, Oeiras, Portugal.

O registo, na Colecgdo Portuguesa de Leveduras, das leveduras que

isoldmos e com que trabalhdmos, fez com que, a partir deste momento o

c6digo referente a cada estirpe por nés isolada venha precedido do codigo

atribuido pelo IGC evitando possiveis confusoes.

A totalidade das estirpes utilizadas para avaliagio da produgdo de

CO, nas massas € nas experiéncias seguintes esto sintetizadas na Tabela 3.1..

Tabela 3.1. Estirpes seleccionadas para avaliagdo da producdo de CO2 nas massas.

S. cerevisiae

Estirpes isoladas a partir de
iscos de broas caseiras

Estirpes isoladas a partir de
pasta de fermento industrial

Estirpes com  outras
proveniéncias

IGC 5317 (DB 52A)
IGC 5318 (DB 55A)
IGC 5319 (DB 55B)
IGC 5320 (DB 56A)
IGC 5324 (DB 56B)

IGC 5325 (F 46)
IGC 5326 (F 65)

IGC 4072

T. delbrueckii

IGC 5321 (DB 42B)
IGC 5322 (DB 48B)
IGC 5323 (DB 62A)

IGC 4478

2.1.OBTENCAO DAS CELULAS DE LEVEDURA

As leveduras foram crescidas no meio Y.P.S. e nas condigdes

referidas (Apéndice ). O crescimento processou-se em “erlenmeyer’, num

volume dtil de cerca de metade do mesmo, permitindo assim eficiente
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arejamento e homogeneizagdo, numa incubadora orbital (Certomat R HK, B.
Braun) a 160 mpm. Os "erlenmeyer” foram inoculados com células
provenientes de um inclinado de Y.P.G., com idade compreendida entre
dois e quatro dias.

As células, crescidas durante um periodo de 24 horas a 30°C (D.O.
[3,5 - 5,5]), foram colhidas e centrifugadas (centrifuga Sigma 4K10 - B,
Braun) a 7000 rpm (800 g) durante 2 minutos, a 4°C. Estas células foram
lavadas duas vezes com 4gua desionizada fria. Rejeitado o sobrenadante, o

sedimento obtido foi mantido em gelo até ser utilizado.

- Para verificarmos o efeito do meio de crescimento e da adi¢do de
NaCl sobre a producdo de CO; nas massas, as leveduras foram crescidas em

meios com as seguintes alteragdes nas fontes de carbono:
a - 1,9% de sacarose ¢ 0,1% de maltose.
b - 1,5% de sacarose e 0,5% de maltose.
¢ - 2% de maltose (Y.P.M.).
d - 2% sacarose e 3% NaCl.

2.2. PREPARACAO DAS MASSAS

As massas foram preparadas seguindo o protocolo "Chopin”
ligeiramente modificado. A farinha de trigo utilizada proveio da Moagem
Harmonia e era de tipo 75 corrigida, com as seguintes caracteristicas: cinzas
totais: 0,63; alveograma: W=190 erg; T/L= 1; gliten: 10,5%; proteina:
11,0%; bumidade: 13,7%. Apresentava as seguintes correcgdes: 20 ppm de
4cido ascérbico e 130 ppm de enzimas amiloliticas e fiingicas. Pesaram-se
250g de farinha de trigo, 5g de NaCl [Merck], 7,5g do sedimento de
levedura j4 obtido e, de acordo com o grau de humidade da farinha,
mediram-se 130 ml de dgua da torneira.

Num copo de vidro dissolveu-se a levedura na dgua. Em seguida

adicionou-se esta suspensdo A farinha e amassou-se manualmente durante
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um minuto. Ao fim deste tempo juntdu-se o0 sal e continuou-se a amassar do
mesmo modo, até perfazer oito minutos. Pesaram-se¢ entio 315g da massa
resultante que, de imediato foram colocados no reofermentémetro
aguardando ai, a uma temperatura de cerca de 27-28°C, cerca de 5 minutos
de modo a homogeneizar a temperatura no interior da cuba de fermentagio.
Findo este periodo, a cuba foi tornada estanque e o botdo de activagdo dos
ciclos foi ligado. No interior da cuba de fermentagdo o processo decorreu 3
horas e 3min. O registo dos diversos resuitados foi compilado para posterior
andlise, sendo a capacidade fermentativa expressa em ml de di6xido de
carbono produzidos durante trés horas por 100g de massa (ml CO;. 3h-L.
100g-! massa).

2.3. UTILIZACAO DO REOFERMENTOMETRO

Neste trabalho o aparelho utilizado para avaliar a libertacdo gasosa
(libertagdo total de CO e quantidade de COo retida na massa) bem como
algumas das propriedades reolégicas da massa foi o reofermentémetro
(Rheofermentometer Chopin F2, Tripette & Renaud, Villeneuve-la-Garenne,
France).

O reofermentémetro ¢ um aparelho formado no essencial por duas
unidades, a unidade gasométrica e o registador, conforme se mostra na Fig.
3.2.

A unidade gasométrica compreende: uma cavidade que pode ser
hermeticamente fechada e que possui controlo de temperatura; uma tampa
com sensor Optico, cujo deslocamento, em fungdo dos pesos a que fica
sujeita, permite avaliar o aumento do volume da massa, uma cuba mével
perfurada, que recebe a massa e que permite a condugio rdpida dos gases
produzidos até ao sensor de pressdo; um suporte com quatro discos
amoviveis de 500g cada; um programador electr6nico que permite
determinar as variaghes sequenciais de pressdo, gracas a um conjunto de
quatro electrovédlvulas.
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Fig.3.2. O reofermentdmetro de "Chopin® e alguns dos seus acessiTios,

O registador, ligado 3 unidade gasométrica, apresenid sgis canetas ¢
permite o tragado das curvas e o registo dos resultados. E importante ter em
conta que 4 interpretaco linear dos resultados s6 deve ser feita no caso de se
utilizar o protocolo que acompanha o manual de instruges.

Os registos obtidos permitem em (ermos comparativos avaliar, por
exemplo, a capacidade fermentativa na massa das leveduras utilizadas (Figs.
3.3, 34. e 15).

£ também importante referir que de tais registos consta ndo sG a
libertagdo gasosa, onde s¢ encontra referido o nimero total de ml de COz
libertado durante o ensaio, mas ainda os valores de pardmetros relacionados

com o desenvolvimento panar.
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wgeec2a2 | o Y - -

Fig. 3.3. Registo obtido no reofermentémetro para uma massa fermentada por uma
levedura comercial (IGC 5326 [F 65)).
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Figs. 3.4. Aspecto do registo obtido no reofermentémetro num ensaio em que se
verificou produgdo total de CO, insuficiente.
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Fig. 3.5. Aspecto do registo obtido no reofermentometro num ensaio em que se
verificou uma produgéo total de CO, normal.

2.4. ESTUDOS DE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE VARRIMENTO!

Algumas amostras de massas imediatamente ap0s a preparagdo ou
ap6s 3 horas de fermentacdo foram observadas e fotografadas num
microscopio electrénico de varrimento (M.E.V.), Leica S 360, com uma
voltagem de aceleragdo de 10 Kv, pertencente a Universidade do Minho.

Para a preparacdo do material procedeu-se do seguinte modo:
pequenas porgdes das amostras que se pretendiam observar foram
directamente montadas em porta-amostras metdlicos apropriados a M.E.V.
("stubs"). Os porta-amostras foram previamente preparados colando a sua
superficie fita auto-adesiva dupla de modo a cobri-la em toda a sua
extensdo. Nestas condigbes procedeu-se ao congelamento a -70°C dos
conjuntos, durante 24 horas. Decorrido este tempo o material foi liofilizado
[liofilizador Christ-Alpha 2-4, B. Braunn] durante 24 horas e de imediato
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transferido para um exsicador até ser metalizado. A metalizagdo, feita com
uma camada de ouro de cerca de 200 A de espessura, efectuou-se

imediatamente antes de se proceder as observagdes.

3. DETERMINACAO DA ACTIVIDADE DA INVERTASE E DA
O-GLUCOSIDASE

Avaliou-se a actividade especifica destas duas enzimas em células
crescidas durante 24 horas a 30°C nos mesmos meios referidos na secgdo
2.1. e preparados conforme consta do Apéndice I.

3.1.PREPARACAO DOS EXTRACTOS CELULARES

Obtidos os sedimentos celulares conforme foi descrito em 2.1,
procedeu-se do seguinte modo: a cada sedimento correspondente a 2ml de
suspensdo celular adicionaram-se 2m! de tampdo imidazol [Sigma] 20 mM,
pH7 e 1,5g de esferas de vidro de didmetro compreendido entre 425 e 600
um [Sigma]. O conjunto foi fortemente agitado num "vortex" durante um
minuto, seguindo-se um minuto de repouso em gelo; este procedimento foi
repetido 20 vezes, no sentido de se obter o maior nimero de células
rebentadas. De imediato, o extracto foi sujeito a uma centrifugag¢do de 25
min a 14000 rpm (1700 g) e a 4°C, de modo a separar-se quer das esferas
de vidro quer dos restos celulares. Este extracto foi entdo utilizado para os

doseamentos enzimaticos.

3.2. DETERMINACAO DA ACTIVIDADE DA INVERTASE

O método utilizado (Sumner ¢ Sommers, 1944) foi implementado do
seguinte modo: num banho termostatizado a 30°C colocaram-se dois
"erlenmeyer” contendo cada um 8ml de sacarose [Sigma] 10% (p/v) em
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tampdo imidazol [Sigma] 0,1M, pH7; decorridos cerca de cinco minutos, de
modo a homogenizar a temperatura, adicionou-se a um deles 0,08ml de
extracto celular (a que correspondeu o inicio da reacgio), enquanto o outro
serviu de controlo.

A partir do tempo zero e minuto a minuto, até um méximo de cinco,
foram retiradas amostras de 0,5mi que se adicionaram a 0,5ml de 4cido
dinitrossalicilico (DNS) [Merck] previamente colocado em tubos de ensaio.
Preparou-se ainda um branco a que se juntou 0,5ml de DNS a 0,5ml da
mistura reaccional.

Estes tubos, devidamente vedados, de modo a evitar a evaporagéo,
foram colocados num banho de 4gua fervente durante cinco minutos e
seguidamente em gelo. Adicinou-se entdo a cada tubo 10ml de 4gua ultra-
pura fria, agitou-se ¢ leu-se a densidade Optica (D.O.) a 540 nm
(Espectrofotémetro  Perkin-Elmer UV/VIS, munido de controlo de
tcmperatufa ¢ ligado a uma impressora Epson II) contra o branco
preparado.

Previamente tinham sido preparados padrdes nas mesmas condigdes
das amostras, a partir de solugdes aquosas de sacarose [Sigma] com as
seguintes concentragdes: 0,0g/ml; 0,2g/ml; 0,4g/ml; 0,6g/ml; 0,8g/ml ¢
1,0g/ml. A partir dos resultados obtidos foi feita uma curva de calibragio da
glucose em equivalentes de agicar redutor pelo método do DNS.

A partir da curva de calibragio e tendo em conta os valores das
velocidades iniciais da reacgdo, determinou-se a quantidade de glucose
formada em equivalentes de agdcar redutor. A unidade de actividade
enzimética foi definida como o nimero de pmoles formados (ou
consumidos) de um substrato, por unidade de tempo (minuto), em
condi¢des definidas de temperatura e pH por g de peso seco.

A determinagdo da actividade enzimdtica foi repetida para trés

diferentes concentragdes de extracto celular.
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3.3. DETERMINAGAO DA ACTIVIDADE DA a.-GLUCOSIDASE

A actividade da a-glucosidase foi determinada a 30°C pelo método
descrito por Operti et al., (1982). Num banho de temperatura controlada a
30°C colocaram-se dois "erlenmeyer” contendo cada um 7ml de uma
mistura reaccional constituida por uma solugdo de p-nitrofenil o-D-
glucopiranosideo (PNPG) [Sigma] 10mM em tampdo imidazol [Sigma]
20mM, pH 7; ap6s cinco minutos iniciou-se a reac¢ao, adicionando-s¢ a um

deles 0,5ml de extracto celular; o outro "erlenmeyer" serviu de controlo.
| A partir do tempo zero € minuto a minuto até um méximo de cinco
minutos, foram retiradas amostras de 1ml que se adicionaram a Iml de
Na>CO3 [Merck] 1M previamente colocado em tubos de ensaio. Preparou-
se ainda um branco onde se adicionou a Iml de NayCO3; IM, Iml da
mistura reaccional.

A cada um destes tubos de ensaio adicionaram-se 10ml de dgua
ultra-pura ¢ foi lida a D.O. a 400mnm contra o branco previamente
preparado.

Anteriormente foram preparados padrdoes nas mesmas condi¢oes das
amostras, utilizando concentra¢des de p-nitrofenol {Sigma] que variaram de
0,00mM a 1,00mM. Com os resultados obtidos foi elaborada uma curva de
calibracdo do p-nitrofenol.

Tendo em conta os valores das velocidades iniciais da reac¢io, e a
curva de calibragdo obtida, determinou-se a quantidade de p-nitrofenol
formado por unidade de tempo. Definiu-se a unidade de actividade
enzimdtica do modo previamente descrito para a determinagdo da actividade
da invertase.

92



Resultados e discussdao

RESULTADOS E DISCUSSAO

1.CARACTERISTICAS GERAIS E CAPACIDADE FERMENTATIVA

Com o objectivo de avaliar a potencial utilizagdo na panifica¢do das
estirpes indigenas isoladas dos fermentos tradicionais uma prévia crivagem
- foi levada a cabo, baseada na sua capacidade fermentativa da maltose, na
produgdo de biomassa e da respectiva capacidade fermentativa na massa.
Como é comumente conhecido, nas massas desprovidas de um hidrato de
carbono edulcorante, o principal agicar fermentdvel pelas leveduras € a
maltose, libertada a partir do amido das farinhas pelas amilases, sendo
vulgarmente aceite que uma boa levedura para panificagdo deve ser capaz
de fermentar rapidamente a maltose (Burrows e Harrison, 1959; Evans, 1990).

Das 95 estirpes previamente isoladas, 56 fermentavam a maltose.
Destas dltimas, 32 pertenciam ao género Saccharomyces, 16 ao género
Torulaspora, seis ao género Pichia e duas ao género Kluyveromyces. Estas
estirpes foram entdo estudadas no que respeita as suas taxas de crescimento ¢
produgdo de biomassa de modo a eliminar as estirpes de crescimento lento e
de baixo rendimento.

Como j4 foi referido, os substratos mais apropriados para o
crescimento sdo os que envolvem o melago de cana ou de beterraba, uma
vez que s3o os vulgarmente usados na indtstria para propagar as leveduras
de panificacdo. No entanto, de acordo com alguns autores (Oda e Tonomura,
1993) h4 uma varia¢do considerivel na qualidade do melago causada por
uma flutuagdo imprevisivel da sua composi¢do quimica, que pode
influenciar os resultados experimentais, enquanto outros referem o seu papel
inibidor no processo fermentativo levado a cabo pelas leveduras (Fattohi,
1994a; 1994b) ou ainda como responsdvel pela inactivagdo reversivel da
invertase de S. cerevisiae (Zech e Gorisch, 1995). Por outro lado, constatimos
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que, nas nossas condicdes laboratoriais, o crescimento de leveduras em
meios com melago era dificil de fixar e determinar. Para ultrapassar estes
problemas utilizaram-se outros meios de composi¢do tanto quanto possivel
semelhante 3 do meio de melago ¢ frequentemente referidos por outros
investigadores na mesma 4rea (Oda e Ouchi, 1990a; Clemént et al., 1993; Oda e
Tonomura, | 1993).

Os resultados que obtivémos levaram-nos a inferir que para a

maioria das leveduras experimentadas, o meio mais adequado para obter
elevados rendimentos em biomassa era o meio Y.P.S. (pH 6,0). Assim, foi
| possivel seleccionar cinco estirpes de S. cerevisiae e trés de T. delbrueckii
que apresentavam, em relagdo aos pardmetros estudados, valores altamente
satisfatérios. '

Na Tabela 3.1 apresentam-se as taxas especificas de crescimento e
biomassa méixima bem como a capacidade fermentativa, em massas
desprovidais de acdcar, das estirpes seleccionadas. Como termos de
comparagio foram iguaimente estudadas duas estirpes de S. cerevisiae (IGC
5325 [F 46] ¢ IGC 5326 [F 65]) isoladas de pasta de levedura comercial, bem
como as estirpes IGC 4072 e IGC 4478, respectivamente de S. cerevisiae e T.
delbrueckii, isoladas a partir de outros tipos de substratos, como ja foi
anteriormente referido. Podemos constatar que os valores estimados para a
taxa especifica de crescimento variavam entre 0,51 ¢ 0,70 h-1, tendo os mais
baixos sido verificados genericamente nas estirpes de T. delbrueckii. O valor
mais elevado foi registado numa estirpe de S. cerevisiae proveniente de
fermento comercial. Os valores da biomassa méxima apresentaram-se de um
modo geral elevados, detectando-se um tnico valor inferior a 10g . I'! na
estirpe S. cerevisiae IGC 5317 (DB 52A). Valores superiores a 12g . Il e mais
elevados do que os obtidos, nas mesmas condicdes, para as estirpes
comerciais verificaram-se em duas estirpes de T. delbrueckii (1GC 5321 {DB
42B] € IGC 5323 [DB 62A)), pertencentes ao grupo de leveduras que isolamos.
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Tébela 3.I1. Taxa especifica de crescimento, biomassa méxima e capacidade fermentativa
na massa das leveduras seleccionadas, quando crescidas no meio Y.P.S. (pH 6, 28°C).

Taxa Biomassa Capacidade
Estirpes de leveduras especifica de mixima fermentativa
crescimento g.1"h (ml CO, . 3h1 .
(-1 100g" 1 massa)
Saccharomyces cerevisiae 0.56 9,3 229
IGC 5317 (DB 52A)
Saccharomyces cerevisiae 0.67 10,6 414
IGC 5318 (DB 55A)
~Saccharomyces cerevisiae 0.61 11,9 402
IGC 5319 (DB 55B)
" Saccharomyces cerevisiae 0.64 10,0 429
IGC 5320 (DB S6A)
~Saccharomyces cerevisiae 0.62 10,0 352
IGC 5324 (DB 56B)
Torulaspora delbrueckii 0.51 12,3 427
IGC 5321 (DB 42B)
Torulaspora delbrueckii 0.62 10,2 233
IGC 5322 (DB 48B)
Torulaspora delbrueckii 0.53 13,2 429
IGC 5323 (DB 62A)
Saccharomyces cerevisiae 0.60 10,6 476
IGC 5325 (F 46A)
Saccharomyces cerevisiae 0.70 11,6 447
IGC 5326 (F 65A)
Saccharomyces cerevisiae 0.63 10,4 223
; IGC 4072
Torulaspora delbrueckii 0.53 10,3 270
‘ IGC 4478

Em relagdo i capacidade fermentativa na massa, cerca de metade das
estirpes estudadas produziam entre 400 e 500 ml CO, . 3h-1 | 100g-! massa,
sendo os valores mais elevados encontrados nas estirpes provenientes da
panificacdo industrial. Pelo contrdrio trés das estirpes, incluindo as estirpes
de colecgdo, apresentavam uma capacidade fermentativa baixa, com valores
compreendidos entre 200 e 300 ml CO, . 3h'! . 100g"! massa. As estirpes
IGC 5318 (DB 55A), IGC 5319 (DB 55B) € IGC 5320 (DB 56A) de S. cerevisiae € 1GC
5321 (DB 42B) € IGC 5323 (DB 62A) de T. delbrueckii possuiam elevada
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produgio de biomassa, associada a grande capacidade fermentativa das
massas, evidenciando valores muito préximos dos encontrados para as

estirpes industriais de S. cerevisiae (Tabela 3.IL).

2. EFEITO DA ADICAO DE CLORETO DE SODIO NA CAPACIDADE
FERMENTATIVA DAS LEVEDURAS NA MASSA

Para verificar se a adicio de NaCl ao meio de crescimento das
estirpes tinha algum efeito sobre a sua capacidade fermentativa na massa,
estas foram crescidas durante 24 horas a 30°C no meio Y.P.S. com 3% de
NaCl. Os resultados obtidos em relagdo a biomassa mixima produzida nessas
condiges de crescimento bem como 2 capacidade fermentativa das
leveduras na massa estio apresentadas na Tabela 3. III. Podemos verificar
que a biomassa obtida ao fim desse tempo e, para qualquer das estirpes,
diminuiu consideravelmente, sendo esse decréscimo da ordem dos 25% a
30% em relacio aos valores obtidos no meio sem adigdo de NaCl. No que
diz respeito A capacidade fermentativa, verifica-se em duas estirpes de S.
cerevisiae isoladas dos fermentos tradicionais tendéncia para um aumento da
ordem dos 8% a 10%. Quando analisdmos os valores encontrados para as
estipes de T. delbrueckii isoladas, o sentido da constatagdo pode
considerar-se, de algum modo, invertido: nestes casos, e nas mesmas
condigdes a actividade fermentativa tende a diminuir, numa ordem de
grandeza que ndo difere em muito da referida para o aumento verificado
para as estirpes de S. cerevisiae. Comportamento idéntico ao que acabdmos
de descrever para a generalidade das estitpes de T. delbrueckii isoladas,
encontra-se nas estirpes de S. cerevisiae de proveniéncia comercial. No que
respeita as estirpes laboratoriais e apesar de apresentarem jd valores baixos
de produgio de CO, no meio Y.P.S., os resultados que obtivemos parecem
indicar que a presenga de NaCl provoca também um pequeno decréscimo da

capacidade fermentativa.

96



Resultados e discussdo

Tabela 3.I11. Efeito da adi¢do de NaCl ao meio Y.P.S. sobre a produc@o de biomassa e
capacidade fermentativa das leveduras.

Estirpes de leveduras Adicdo de Biomassa Capacidade fermentativa
3% deNaCl méxima gI'! ml CO;. 3h1.100g"! massa

Saccharomyces cerevisiae - 10,6 414
" IGC 5318 (DB 55A) + 7,8 467
Saccharomyces cerevisiae - 11,9 402
IGC 5319 (DB 55B) + 9,2 424
Saccharomyces cerevisiae - 10,0 429
IGC 5320 (DB 56A) + 7.5 364
Torulaspora delbrueckii - 12,3 427
IGC 5321 (DB 42B) + 9,1 404
Torulaspora delbrueckii - 13,2 389
IGC 5323 (DB 62A) + 9,6 425
Saccharomyces cerevisiae - 10,6 476
IGC 5325 (F 46) + 8,0 365
Saccharomyces cerevisiae - 11,6 447
IGC 5326 (F 65) + 8,5 342
Saccharomyces cerevisiae - 10,4 223
IGC 4072 + 7,7 219

Nota: Os resultados apresentados representam os valores médios de trés experiéncias
distintas.

Estes resultados, obtidos para as estirpes que isoldmos de fermentos
de broas portuguésas, diferem em alguns aspectos dos obtidos por Oda e
Tonomura (1993a; 1993b). De acordo com estes autores, a presenga de 3% de
NaCl no meio Y.P.S. ¢ em massas desprovidas de agicar, estimulava a
capacidade fermentativa da maioria das estirpes de S. cerevisiae por eles
estudadas, enquanto se observava um decréscimo do referido efeito nas
és_tirpes quer de 7. delbrueckii quer de T. pretoriensis. Curiosamente, se
éompararmos os resultados destes investigadores obtidos para S. cerevisiae,
com os que obtivémos para a mesma espécie ¢ provenientes de levedura
prensada comercial, os resultados sdo discordantes: no nosso caso, pode
dizer-se que a presenga de 3% de NaCl fez diminuir consistentemente a

capacidade fermentativa das estirpes experimentadas. Independentemente do
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possivel estimulo que a presenga de NaCl no meio de crescimento possa
induzir na capacidade fermentativa das leveduras na massa, a sua utilizagdo
ndo é desejdvel, pois a redu¢do na produgdo de biomassa € notéria, o que
inviabiliza uma eventual producio industrial de levedura.

3. EFEITO DA FONTE DE CARBONO DO MEIO DE CRESCIMENTO NA
CAPACIDADE FERMENTATIVA DAS LEVEDURAS NA MASSA

Como j4 foi referido, nas massas preparadas sem adi¢do de actcar, é
a maltose a principal fonte de carbono para as leveduras, proveniente do
amido da farinha, por ac¢o das amilases (Harrison, 1971; Beudeker er al., 1990;
Evans, 1990). No entanto, a propagacdo comercial das leveduras de
panificacdo (S. cerevisiae) faz-se em meio de melago de cana ou de
beterraba, em que a quantidade de maltose € negligivel. Uma vez que a
presenca de maltose no meio de crescimento induz o transportador deste
agiicar (Lagunas, 1993), fomos averiguar o efeito de concentragbes crescentes
de maltose no meio de crescimento (Y.P.S.) ou mesmo a total substituicao
da sacarose por maltose no referido meio, sobre a capacidade fermentativa
das leveduras. A Tabela 3.IV. sumariza os resultados obtidos para a
capacidade fermentativa das leveduras experimentadas, quando crescidas em
sacarose, em maltose e em misturas destas duas fontes de carbono e energia.
Pode verificarse que a presenga de maltose no meio de crescimento
contribuiu, na maioria dos casos, para um aumento da capacidéde
fermentativa da levedura na massa, observando-se um ligeiro incremento
nos casos em que a concentragio de maltose foi superior (0,5%). No
entanto, quando toda a sacarose foi substituida por maltose (YPM), a
capacidade fermentativa das leveduras nas massas diminuiu, sendo
compardvel 3s situaces em que se usaram concentragoes inferiores de

maltose em combinagdo com a sacarose.
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Tabela 3.IV. Efeito da fonte de carbono na capacidade fermentativa das leveduras
seleccionadas, nas massas.

Fonte de Carbono no Meio de Crescimento

2% sacarose 1,9% sacarose 1,5% sacarose 2% maltose
+0,1% maltose +0,5% maltose

Estirpes de leveduras - Capac1dad¢i fermenfauva
(ml CO2.3h™*.100g" *massa)
S. cerevisiae 1GC 5317 229 ND 217 ND
(DB 52A)
. 8. cerevisiae 1GC 5318 414 457 505 408
(DB 55A)
8. cerevisiae 1GC 5319 402 477 480 ND
(DB 55B)
S. cerevisiae 1GC 5320 429 442 467 ND
(DB 56A)
S. cerevisine IGC 5324 352 ND 416 ND
(DB 56B)
T. delbrueckii IGC 5321 427 391 367 382
(DB 42B)
T. delbrueckii 1IGC 5322 233 ND 251 ND
(DB 48B)
T. delbrueckii IGC 5323 389 ND 363 ND
; (DB 62A)
S. cerevisiae 1GC 5325 476 460 457 390
(F 46)
8. cerevisiae IGC 5326 447 ND 438 ND
(F 65)
S. cerevisiae IGC 4072 223 ND 230 ND
T. delbrueckii IGC 4478 270 ND 268 ND

ND - nio determinado.
Nota: os resultados apresentados representam os valores médios determinados para trés
experiéncias distintas.

E interessante notar o caso da estirpe S. cerevisiae 1GC 5318 (DB 55A)
que, quando crescida num meio com 1,5% de sacarose e 0,5% de maltose
aumentou de forma bastante significativa a sua produgio de CO; (cerca de
100ml CO».3h"1,100g! massa) e quando crescida num meio com 2% de

maltose, apresentou valores inferiores aos obtidos em Y.P.S.. Ao contririo
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do verificado para as estirpes de S. cerevisiae, nas estirpes de T. delbrueckii
estudadas a capacidade fermentativa ou ndo sofreu alteragdes aprecidveis ou,
como é o caso de T. delbrueckii 1IGC 5321 (DB 42B) decresceu. A semelhanga
do verificado quando da adigdo de NaCl ao meio, a biomassa maixima
produzida em meio com maltose apresentou uma diminui¢do da ordem dos
25% para a generalidade das estirpes estudadas (resultados ndo

apresentados).

' 4. EFEITO DA FONTE DE CARBONO DO MEIO DE CRESCIMENTO NAS
ACTIVIDADES DA a-GLUCOSIDASE E DA INVERTASE

4.1. ACTIVIDADE DA a-GLUCOSIDASE

Os resultados respeitantes a actividade da a-glucosidase nos meios
referidos na sec¢dio anterior bem como em Y.P.S. com 3% de NaCl estdo
sumariados na Tabela 3.V.. Para a totalidade das estirpes experimentadas,
verificou-se que concentragdes crescentes de maltose no meio induziam
maior actividade da a-glucosidase, sendo esse aumento menos significativo
para as estirpes de S. cerevisiae isoladas dos fermentos tradicionais. No que
diz respeito 3 presen¢a de 3% de NaCl no meio Y.P.S. registou-se um
aumento da actividade enzimdtica para todas as estirpes, mas muito inferior
ao verificado nos meios com maltose. Tal aumento foi mais notério nas
estirpes de S. cerevisiae IGC 5320 [DB 56A] € IGC 5325 [F 46). Os valores
encontrados para a actividade desta enzima na estirpe proveniente da
panificagdo industrial, qualquer que tivesse sido o meio de crescimento
utilizado, foram sempre superiores aos encontrados para as estirpes de S.
cerevisiae por nés isoladas e inferiores aos determinados para as estirpes de
T. delbrueckii. Em estudos efectuados por Oda e Tonomura (1993b)
utilizando uma estirpe de S. cerevisiae de proveni€ncia industrial e estirpes

de T. pretoriensis, estes autores verificaram também que o meio com maltose
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induzia a actividade da a-glucosidase, tendo encontrado valores 16 vezes
superiores na presenca de maltose no caso de S. cerevisiae e cerca de oito
vezes para 1. pretoriensis.

Apesar da actividade da a-glucosidase aumentar com a concentragdo
crescente de maltose no meio de crescimento, verificou-se que a capacidade
fennentativa, no caso das estirpes de S. cerevisiae que isoldmos, sO
aumentava na presenga de 0,1% e 0,5% de maltose. Nas estirpes de T.
delbrueckii e na estirpe de proveniéncia comercial IGC 5321 (F 46) ocorreu,
para os diversos meios de crescimento com maltose, uma diminui¢gdo da

capacidade fermentativa destas leveduras nas massas.

Tabela 3.V. Actividade da o -glucosidase das leveduras seleccionadas, quando crescidas no
meio Y.P. em que se fez variar a concentragéo da fonte de carbono e em Y.P.S. na
presenca de 3% de NaCl.

Fonte de Carbono no Meio de Crescimento

2% 1,9%sacarose + 1,5%sacarose 2% 2% sacarose
sacarose  0,1% maltose + 0,5% maltose maltose  + 3% NaCl
. Actividade da o.-glucosidase
-Es pes de leveduras umol. min1, g’l peso seco
S. kcerevisiae IGC 5318 20,87 96,23 146,10 223,68 24,38
(DB 55A)
S. cerevisiae 1GC 5319 13,01 73,99 133,90 179,96 14,07
(DB 55B)
S. cerevisiae IGC 5320 22,83 182,24 247,78 406,77 50,74
(DB 56A)
§. cerevisiae IGC 5325 29,13 239,94 336,11 460,93 53,17
(F 46)
T. delbrueckii IGC 5321 435,57 565,77 665,10 886,58 530,87
(DB 42B)
T. delbrueckii IGC 5323 452,60 626,51 657,88 1004,28 578,05
(DB 62A)

Nota: os resultados patentes representam os valores médios determinados a partir de trés
experiéncias distintas.
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A capacidade fermentativa de massas sem adi¢do de aglcar € uma
das propriedades mais importantes das leveduras de panificacdo e estd
estreitamente relacionada com a sua capacidade fermentescivel da maltose
(Oda e Ouchi, 1989). Nas estirpes de S. cerevisiae maltose-fermentativas, um ou
mais de cinco genes estdo envolvidos e a expressdo quer da a-glucosidase
quer da permease da maltose sdo induzidas pela maltose no meio de
crescimento. Em S. cerevisiae, a maltose exdgena € transportada para o
interior das células pela permease da maltose e sucessivamente hidrolisada
em glucose pela a-glucosidase (Oda e Tonomura, 1995). Estudos feitos por estes
" autores sugerem que a permease da maltose e a a-glucosidase determinam
especialmente a velocidade da fermentagio da maltose. Algumas maltases
sdo constitutivas, outras induzidas e as actividades relativas destes dois tipos
de maltase dependem da constitui¢do e da velocidade da fermentagdo, uma
vez que uma actividade elevada das enzimas induzidas pode provocar uma
diminuicdo da velocidade de fermentagdo da maltose na massa (Rose e
Vijayalakshmi, 1993).

Esta constatagio pode explicar o facto de as estirpes crescidas em
maltose apresentarem uma elevada actividade especifica da a-glucosidase
mas, no entanto, a sua capacidade fermentativa nas massas - Ser
significativamente reduzida.

Observando os resultados obtidos para a actividade da a-glucosidase
em trés das estirpes estudadas, uma de 7. delbrueckii 1GC 5321 [DB 62A] €
duas de S. cerevisiae, uma de proveniéncia comercial IGC 5325 [F 46] e outra
isolada a partir de iscos tradicionais IGC 5320 [DB 56A], em diferentes meios
de crescimento, verifica-se que qualquer que seja o meio de crescimento € a
estirpe de T. delbrueckii que apresenta a maior actividade enzimética, sendo
méxima para o meio com 2% de maltose (aproximadamente 1000 wumol.
min-! . g1 peso seco) (Fig. 3.6.). Apesar de para as outras duas estirpes
experimentadas os valores ndo serem tdo elevados, € ainda para este meio
que se observa maior actividade. Para todos os meios em cuja composi¢io
entra maltose, existe uma correlagdo positiva entre a quantidade de maltose

no meio e a actividade da a-glucosidase, sendo superior a actividade da
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estirpe comercial quando comparada com a estirpe que isoldmos. Nao deixa
‘de ser curioso verificar que, mesmo nos meios desprovidos de maltose, é
sempre a estirpe de 7. delbrueckii (IGC 5321 [DB 62A]) que apresenta maior
actividade enzimética.

2% sac. F

2% sac.+3% NaCl

1,9% sac.+0,1% malt.
1,5% sac.+0,5% malt.

2% malt.

0 200 400 600 800 1000
umol . min! . g1 peso seco

Fig.3.6. Actividade da a.-glucosidase para trés estirpes distintas T. delbrueckii 1IGC 5321
[DB 42B]1 (M), S. cerevisiae IGC 5325 [F 46] (5) e S. cerevisiae IGC 5320 [DB 55A]
(), em diversas fontes de carbono.

Comparando os resultados da actividade da a-glucosidase nesses
‘meios, parece-nos legitimo referir que a presenca de 3% de NaCl estimula
ligeiramente a actividade da referida enzima nas estirpes representadas.

4.2. ACTIVIDADE DA INVERTASE

Em relagdo i actividade da invertase os resultados obtidos sdo os que
constam da Tabela 3.VI. Tendo em conta estes resultados, pudemos
verificar que a actividade da invertase, de um modo geral, tendia a aumentar

na presenga de maltose no meio de crescimento. Parece-nos, no entanto, que
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se podem desenhar dois comportamentos distintos: nas estirpes de T.
delbrueckii (IGC 5321 [DB 42B] e IGC 5323 [DB 62A]) e na estirpe isolada a partir
de pasta comercial prensada (GC 5325 [F 46]) a actividade da invertase
aumenta substincialmente 3 medida que a percentagem de maltose no meio
também aumenta. No entanto, se relacionarmos estes resultados com 0s
obtidos para a capacidade fermentativa verifica-se um decréscimo como s¢
pode observar na Tabela 3.IV.. No que respeita as estirpes de S. cerevisiae
(IGC 5318 [DB 55A]; IGC 5319 [DB 55B]; IGC 5320 [DB 56A]) que isoldmos a partir
de iscos verifica-se um aumento da actividade da invertase nos meios que
contém 0,1% e 0,5% de maltose, mas esses valores decrescem em relagio
aos anteriores se a percentagem de maltose no meio for de 2%. Nestas
condigdes, a capacidade fermentativa das referidas estirpes nas massas sofre
um ligeiro aumento (Tabela 3.IV.). -

Tabela 3.VIL. Actividade da invertase das leveduras seleccionadas quando crescidas no

meio Y.P. em que se fez variar a concentragio da fonte de carbono ¢ em Y.P.S. ma
presenca de 3% de NaCl. :

Fonte de carbono

2% 1,9%sacarose 1,5%sacarose 2% 2% sacarose
sacarose + 0,1% maltose + 0,5% maltose  maltose + 3% NaCl

Actividade da invertase

Estirpes de leveduras umol. min1. g} peso seco

P o e naaamd

S. cerevisiae IGC 5318 194,68 373,66 213,15 343.37 129,48

(DB 55A)

S. cerevisiae IGC 5319 153,73 307,04 393,82 233,26 117,70
(DB 55B)

S. cerevisiae IGC 5320 498,94 449.47 702,75 463,85 273,15
(DB 56A)

S. cerevisiae 1GC 5325 276,93 729,54 513,64  1156,26  438.74
(F 46)

T delbrueckii IGC 5321 1046,98  826.85 991,95  1051,01  1539.60
(DB 42B)

T. delbrueckii IGC 5323 1156,81  1315,75 1437.63  2300,07 997,86
(DB 62A)

Nota: os resultados patentes representam os valores médios determinados a partir de trés
experiéncias distintas.
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A presenca de NaCl no meio também apresenta aspectos diversos
conforme as estirpes de levedura em questdo: nas estitpes de S. cerevisiae
isoladas de fermentos de pdo tradicional a actividade da enzima é inferior
quando comparada com a obtida no mesmo meio desprovido de NaCl Se
nos reportarmos 3 estirpe S. cerevisiae IGC 5325 (F 46) ¢ as de T. delbrueckii
(IGC 5321 [DB 42B] e IGC 5323 [DB 62A]) detectamos um aumento significativo
da actividade enzimitica em relagdo aos valores encontrados para as mesmas
estirpes em Y.P.S.. Resumindo, a presenga de cloreto de s6dio no meio ndo
parece ser marcadamente significativo, para a maioria das estirpes isoladas.

Segundo Oda e Ouchi (1989), uma elevada actividade da invertase
extracelular pode reduzir a capacidade fermentativa das células de levedura,
uma vez que a hidrlise da sacarose em glucose e frutose duplica a pressdo
osmética no ambiente circundante. Esta opiniio era na mesma altura
veiculada por outros autores, ja4 que defendiam que leveduras com elevada
actividade da invertase sdo mais facilmente inibidas por -elevadas
concentracoes de sacarose do que leveduras que apresentam  baixa
actividade da mesma enzima, facto provavelmente devido ao aumento da
pressdo osmoética decorrente da hidrélise da sacarose por esta enzima. O
efeito da actividade da invertase na capacidade fermentativa de massas em
cﬁjas composi¢des entram concentragdes varidveis de sacarose € notério,
verificando-se que a capacidade fermentativa das estirpes de S. cerevisiae
incluidas em massas mais doces parecia ser muito superior a actividade da
invertase determinada para estirpes normalmente utilizadas em massas com
baixa concentragdo de glucose (Oda e Ouchi, 1990). Verificou-se ainda que o
efeito da adigdo de NaCl ao meio de crescimento de estirpes de S. cerevisiae
variava conforme a concentragdo de cloreto de sodio adicionado ao meio.
Assim, a presenca de 1% de NaCl induzia um aumento da actividade da
invertase, mas valores de 2 e 3% faziam-na diminuir consideravelmente. Os
resultados por nés obtidos estdo de acordo com os apresentados para trés das
estirpes de S. cerevisiae experimentadas, mas para a estirpe comercial de S.
cerevisiae (IGC 5325 [F 46]) e para a estirpe IGC 5321 (DB 42B) de T. delbrueckii

a situacio é inversa.
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A partir dos resultados expressos no grifico da Fig.3.7. pode-se
verificar que a méxima actividade da invertase continua a verificar-se para a
estitpe de T. delbrueckii IGC 5321 [DB 62A] NOS meios em cuja composigdo
entra a maltose, sendo tanto maior quanto maior for a percentagem desse
agiicar no meio. Para estes mesmos meios verifica-se uma actividade
enzimdtica considerivel para a estirpe de S. cerevisiae IGC 5325 [F 46]
proveniente da panificagdo industrial, quer tenha sido crescida num meio
com 2, 0,5 ou 0,1% de maltose, apesar do valor mais baixo corresponder ao
meio que apresenta 0,5% desse hidrato de carbono. Verifica-se ainda que a
 actividade enzimitica da estipe de S. cerevisiae (IGC 5320 [DB 56A]) foi
inferior 4 da T. delbrueckii, mas superior 4 estirpe comercial quando

crescidas no meio com 0,5% de maltose.

2% sac.

2% sac.+3% NacCl k

1,9% sac.+0,1% malt.

1,5% sac.+0,5% malt.

2% malt. [=

1 J

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
umol . min"! . g1 peso seco

Fig.3.7. Actividade da invertase para trés estirpes distintas 7. delbrueckii 1GC 5321 [DB
42B] (@), S. cerevisiae IGC 5325 [F 46] () e S. cerevisiae 1GC 5320 [DB S55A]
( ), em diversas fontes de carbono.

Nos casos em que as estirpes de levedura foram crescidas em meios

desprovidos de maltose, a actividade méixima da invertase continua a
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verificar-se para a estitpe T. delbrueckii 1GC 5321 [DB 62A]. A estirpe
comercial de S. cerevisiae apresenta maior actividade invertitica do que a
outra estirpe de S. cerevisiae IGC 5320 [DB 56A]. Comparando novamente
estas duas ltimas estirpes, quando crescidas na auséncia de cloreto de sédio,
pudemos constatar que os resultados sdo inversos aos descritos para a
situacdo anterior.

De um modo geral, podemos dizer que a estirpe de T. delbrueckii
apresenta, para qualquer dos meios em que foi crescida, a actividade da
a-glucosidase € da invertase mdximos, quando comparados, nas mesmas
~ circunstincias, com as outras estirpes experimentadas. Os valores mais
elevados para a actividade de ambas as enzimas verificaram-se para o meio
de crescimento com 2% de maltose: cerca de 1 000 umol . min'1 . g1 peso
seco para a actividade da a-glucosidase e 2 500 umol . min-! . g-! peso seco
para a actividade da invertase. Na auséncia de maltose no meio,
independentemente da actividade da enzima em questdo, os valores para a
actividade da estirpe T. delbrueckii IGC 5321 [DB 62A] tomam sempre a
dianteira. O cloreto de sédio parece mesmo estimular a actividade da
a-glucosidase das duas outras estirpes estudadas. No que concerne a
actividade da invertase, a presenga de NaCl ndo apresenta correlagdo
positiva entre os valores da actividade enzimética encontrados para a estirpe
de S. cerevisiae comercial IGC 5325 [F 46] e a estirpe de S. cerevisiae que
isoldmos IGC 5320 [DB 56A].

5. OBSERVACOES MICROSCOPICAS DO DESENVOLVIMENTO DA MASSA
PANAR

A observacio das massas antes de fermentadas e as alteragOes
visivelmente ocorridas ap0s a sua fermentagao suscitaram-nos a curiosidade
de conhecer, em termos estruturais, quais as modificacOes visiveis numa

massa fermentada. Para isso, amostras das massas antes e apds trés horas de
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fermentacdo, foram preparadas e observadas ao M.EV.. A titulo
exemplificativo, e porque seria fastidioso apresentar um grande ndmero de
fotografias de massas nio fermentadas (AF) e fermentadas (DF), com
aspectos no essencial idénticos, optdmos por ilustrar as duas situagdes com as
fotografias que se seguem, correspondentes a duas massas distintas
designadas por I e 2 preparadas respectivamente com as estirpes T.
delbrueckii IGC 5323 [DB 62A] € S. cerevisiae IGC 5320 [DB 56A] (Figs. 3.8. e
3.9).

A partir das fotografias de M.E.V. obtidas, & possivel acompanhar
| alteracGes que decorrem na massa durante o processo fermentativo. Apesar
de se partir do principio de que nfo hd massa (de composi¢do idéntica & que
usdmos) que ndo apresente pelo menos um grau infimo de fermentagéo,
notou-se uma evolu¢do progressiva na vestrutura da massa a medida que o
tempo de fermentagdo aumentou. Quando a fermenta¢do era praticamente
inexistente, dominavam os grandes grinulos de amido, notando-se
esporadicamente sinais de digestdo enzimitica junto desses grinulos e as
leveduras, de tamanho muitissimo menor, encontravam-se dispersas no meio
dos grios de amido e de uma ou outra fibra. A medida que o grau de
fermentagio se tornou maior, os grandes grinulos de amido davam lugar a
granulos mais pequenos, como que ligados por uma malha proteica
alveolada, tornando-se menos evidentes as leveduras, confirmando
observacdes feitas por outros autores (Kyogoku e Ouchi, 1995; Yousif et al,

1995).
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Fig. 3.8. Fotografias, ao M.E.V., da massa I: I, antes de sofrer fermentagdo e 1I, apés
3 horas de fermentagio. A = grande grinulo de amido; B= pequeno grinulo de amido; L=
levedura; A G= alvéolo gasoso; P= proteina; F P= fibra proteica.

109



Resultados e discussao

mn

Fig. 3.9. Fotografias, a0 M.E.V., da massa 2: I, antes de sofrer fermentagéo e II, apds
3 horas de fermentagfio. A = grande grinulo de amido; B= pequeno grimulo de amido; L=
levedura; A G= alvéolo gasoso; P= proteina; F P= fibra proteica; E= sinais de digestio
enzimdtica na superficie de um granulo de amido.
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Através de estudos de M.E.V. efectuados para seguir as altera¢Oes
que ocorriam durante a elaboragdo da massa e a cozedura do pdo, foram
identificadas modificacdes na pelicula de gliten, reconhecido o efeito de
enzimas sobre os grinulos de amido e a natureza da interac¢io entre o
amido e a proteina. A utilizagdo do M.E.V., permitiu ainda identificar o
desenvolvimento do gliten, observando as propriedades do seu filme; a
quebra da pelicula de gliten ¢ a perda da sua integridade sdo mais evidentes
nos casos em que as massas contém a maior percentagem de edulcorante, o
que indica um efeito adverso na elasticidade e extensibilidade da massa,
" resultando uma massa de dificil manipulagdo (Yousif er al, 1995). Estes
mesmos autores demonstraram também que a inclusdo de aditivos na massa
bésica, feita & base de farinha e 4gua, provocava grandes alteraghes na
estrutura, quer da massa, quer do pio. A estrutura da massa € igualmente
alterada pela adi¢do de farinha de soja, cloreto de sédio, gordura ou agicar;
0 agdcar, em particular, ajuda o desenvolvimento da massa, reduzindo o
espaco 4 volta dos grinulos de amido e altera a conformacdo da proteina.

As massas utilizadas nas observagdes por nds efectvadas foram
preparadas de forma idéntica, mas fermentadas por estirpes de leveduras
diferentes, nio se notando altera¢des significativas determinadas pelo uso de

qualquer uma delas.
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Introducao

1. INTRODUCAO

A tolerdncia ao congelamento conta-se entre as principais
caracteristicas desejdveis numa levedura de panificagdo. Assim, o principal
objectivo do trabalho apresentado neste capitulo foi a avaliagdo das estirpes
de Saccharomyces cerevisiae ¢ Torulaspora delbrueckii, por nds
seleccionadas, no que respeita 2 sua capacidade fermentativa apos diferentes
periodos de congelamento das massas.

Procurdmos ainda elucidar em que medida periodos varidveis de
fermentacdo anterior ao congelamento eram determinantes na capacidade
fermentativa das massas onde se incluiam as leveduras que selecciondmos.
Em ambas as situagdes foi determinada a taxa de sobrevivéncia das
leveduras - apds os diferentes periodos de congelamento, de modo a
podermos avaliar em que medida a viabilidade das células influenciava os
resultados obtidos.

Uma vez que tudo parece indicar que a trealose intracelular deverd
desempenhar algum papel na resisténcia das leveduras ao congelamento
verificimos também se, para as estirpes que seleccionémos, encontrivamos
alguma correlagio entre o contetido intracelular de trealose dessas estirpes e
a sua capacidade fermentativa, nas circunstincias descritas.

Antes da apresenta¢do dos resultados, segue-se uma breve revisio
bibliogrdfica sobre alguns aspectos relevantes relacionados com o
congelamento das massas e crio-tolerincia das leveduras bem como com a

obtengdo de estirpes mais resistentes.
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2. AS MASSAS CONGELADAS

O método de congelamento das massas para panificacio tem sido
largamente aceite, devido quer as vantagens que traz no fornecimento de
pio quente e fresco aos consumidores quer & poupanca de tempo que
representa para os padeiros (Béguena er al., 1994). No entanto, as leveduras de
panifica¢iio sio danificadas durante o periodo de congelamento das massas
ap6s fermentagio e as potencialidades fermentativas de tais massas
diminuem substancialmente & medida que o periodo de armazenamento se
torna maior (Hsu et al., 1979; Hahn e Kawai, 1990a, 1990b). -

Nas massas congeladas foram estudados os efeitos da forma da
massa, do conteiido em 4gua e das condigdes de moldagem em folha bem
como a sua reutilizacdo: ap6s armazenamento a -18°C durante pelo menos
20 semanas, 0 volume do pdo preparado a partir de massa congelada sob a
forma de bola era significativamente menor do que a congelada sob a forma
cilindrica ou de folha, mas o tempo de ensaio e as caracteristicas do pdo nio
eram significativamente diferentes (Wang e Ponte, 1994; Wang er al, 1994;
Gélinas er al., 1995). Os danos causados pelo congelamento podem ser
minimizados pela diminui¢dio ou mesmo eliminagdo do periodo de
fermentag¢do antes do congelamento e variando a quantidade de ingrediente$
que fazem parte das receitas das massas (Hahn e Kawai, 1990b). Massas com
adicdo de quantidades diferentes de ghiten, foram congeladas por um
mesmo periodo de tempo, verificando-se uma forte correlagdo entre o
volume especifico do pdo e a sua resisténcia méxima. Demonstrou-se deste
modo que farinhas com baixo teor de proteina suplementada com gliten de
trigo podiam substituir farinhas com maior percentagem daqueles
compostos, na produgdo de massas congeladas (Wang ¢ Ponte, 1994).

A qualidade da panificagdo das massas congeladas depende do tipo
de leveduras utilizadas e das taxas de congelamento ¢ degelo da massa. O
uso de leveduras tolerantes ao frio, que retém suficiente capacidade
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fermentativa e mantém a viabilidade celular apds o congelamento, parecem
ser eficientes (juando se pretende utilizar este método (Hahn e Kawai, 1990b).

A vasta literatura sobre o assunto é uninime no que respeita a
importincia de um periodo de fermenta¢io anterior a0 congelamento (Hsu er
al., 1979; ‘Wolt e D"Appolonia, 1984; Oda et al., 1986; Hino et al., 1987; Hahn ¢ Kawai,
1990a, 1990b; Takasaki ¢ Karasawa, 1992). Segundo Nakagawa e Ouchi (1994) a
auséncia dessa pré-fermentagdo € nociva principalmente no que respeita as
propriedades organolépticas do pdo, que sistematicamente sdo referidas
pelos consumidores, mas a fermentacdo da massa antes do congelamento é
talvez o factor que mais afecta a estabilidade da massa congelada. Vdrios
estudos mostraram que a fermentagdo da massa antes do congelamento
causa danos extremos nas leveduras de panifica¢io, a0 mesmo tempo que a
qilalidade do pdo preparado a partir da massa congelada pré-fermentada é
inferior & do pdo proveniente de massas ndo congeladas (Sugihara e Kline,
1968; Hsu er al., 1979; Hahn e Kawai, 1990a2). No entanto, reconhece-se que
massas devidamente fermentadas produzem um pdo com melhor volume,
aroma, paladar ¢ textura, quando comparado com o que € desprovido de
fermentagd0 (Gassenmeier e P. Schieberle, 1995). Deduz-se assim, que o uso de
leveduras crio-tolerantes, que ndo sofrem grandes danos durante o
congelamento ap6s fermentagdo prévia sio necessdrias A inddstria de
panificacdo (Hahn e Kawai, 1990).

Nas massas congeladas, a estabilidade das leveduras parece estar
inversamente relacionada com o tempo de fermentagdo activa que decorreu
antes do congelamento (Hino er al., 1987). Metabolitos, como o etanol e
outros compostos voldteis, formados durante a fermentagdo, afectam

negativamente a actividade fermentativa das células vivas (Hsu et al., 1979).
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3.A TOLERANCIA DAS LEVEDURAS AO CONGELAMENTO

Para que uma levedura possa ser usada numa massa congelada deve
possuir como propriedade essencial uma elevada capacidade fermentativa,
comparivel 2 das leveduras comerciais de panificagdo, quer em massas nio
congeladas quer nas congeladas que tenham sido fermentadas durante um
periodo adequado antes do congelamento (Kline ¢ Sugiara, 1968a, 1968b; Oda er
al., 1986).

A qualidade das leveduras afecta fortemente a estabilidade das
massas congeladas. Uma boa prestacio das leveduras ap6s o congelamento
estd relacionada somente com leveduras cujo contedo proteico seja
superior a 57% (Hsu ez al., 1979) € cOm as qué possuam elevados niveis de
trealose, ’que estabilizam os lipidos da membrana celular e reduzem a
re-hidratagdo (QOda er al., 1986). A levedura activa em multiplicagdo € mais
sensivel ao congelamento e susceptivel a danos durante o decorrer do
processo (Takasaki e Karasawa, 1992).

Sio conhecidos alguns factores que influenciam o desempenho das
leveduras nas massas congeladas. Podem citar-se a idade das células, os seus
contelidos em proteina e aglicar e a sua estabilidade, se bem que ndo exista
consenso no que diz respeito 4 importéncia da idade das células no processo
de congelamento das massas (Béguena ez al., 1991). Os mesmos autores referem
trabalhos em que se recomenda o congelamento (-150°C) ou refrigerag¢do
(4°C) das leveduras antes da sua adigdo a2 massa. Tais tratamentos
aumentariam a tolerincia das leveduras ao congelamento. Um prévio
armazenamento a 4°C incrementa a demora do aparecimento de gémulas nas
leveduras, evitando o crescimento e diminuindo a sua sensibilidade ao frio.

Alguns trabalhos acerca da sobrevivéncia de leveduras tolerantes 2
congelagio em meio liquido levaram a crer que a sobrevivéncia das
leveduras nas massas de pdo congeladas parecia diferir da dos meios

liquidos congelados, porque a natureza fisica e ingredientes da massa
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deveriam proteger as células de levedura durante o periodo de
congelamento {Hahn e Kawai, 1990b; Hino er al., 1990; Takasal;i e Karasawa, 1992).
Estes resultados sd3o concordantes com outros obtidos em massa semi-s6lida,
explicando-se os resultados pelo facto das leveduras se encontrarem
incluidas na malha ou estrutura do gliten (Gan e al,, 1995). A sobrevivéncia -
das leveduras nas massas congeladas nalguns estddios do processo de
panificacdo em que ocorre um periodo de congelamento acima de 10
semanas e as propriedades reologicas da massa descongelada foram
determinadas de modo a esclarecer as causas da deterioragdo da massa panar
durante um longo armazenamento. As leveduras utilizadas como estirpes
tolerante e sensivel ao congelamento foram respectivamente T. delbrueckii
SANK 50184 (Sankyo Co., Ltd.) e S. cerevisiae SANK 50182 (Sankyo Co.,
Ltd.). A taxa de sobrevivéncia foi constante nalgumas etapas do processo de
-panificacdo antes da cozedura, em massas congeladas e nio congeladas com
‘ambos os tipos de levedura. A massa congelada em que se utilizou T.
delbrueckii manteve uma taxa de sobrevivéncia constante por um periodo
de 10 semanas, mas ocorreu uma diminuicdo da capacidade fermentativa
das células de levedura ao longo do periodo de armazenamento, sendo
maior quando a referida massa era doce. As modifica¢Ges nas propriedades
.reoldgicas iniciavam-se imediatamente apés o congelamento e em todos os
casos, a adesividade da massa descongelada aumentava com o aumento do
periodo de armazenamento. Um longo periodo de armazenamento de massa
com 7. delbrueckii apresentou-se¢ nocivo na qualidade do pio,
verificando-se que o periodo de armazenamento ndo devia ultrapassar trés
semanas (Takasaki e Karasawa, 1992). No sentido de solucionar os problemas
que tém vindo a ser colocados, e embora as massas plenamente fermentadas
‘com uma levedura crio-sensivel percam actividade fermentativa ap6s um
periodo de congelamento, um tratamento térmico dessas massas a 46°C
durante 10 minutos parece aumentar a tolerincia ao processo. Nessas
condi¢des 0 volume especifico aumenta e o tempo de ensaio diminui. Este
tratamento mostrou-se efectivo em vérios tipos de massa (Nakagawa et al,
1994).
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Alguns dos danos causados 3s leveduras pelo congelamento sdo
devidos ao aumento de compostos sulfidril (SH) de baixo peso molecular
lixiviados das células. Esse material lixiviado quando incorporado na
farinha e estudado em testes de reologia e panificagdo, permitiu concluir que
os compostos libertados das células durante seis semanas produziam efeitos
equivalentes a 50 ppm de glutationa pura. No entanto, segundo outros
autores, as alteracdes reolégicas nas massas com ou sem leveduras durante o
periodo de congelamento no estdo associadas a alteragdes da quantidade de
grupos SH presentes nas massas (Wolt ¢ D”Appolonia, 1984).

O mecanismo da tolerdncia das leveduras ao congelamento foi de
algum modo explicado por Hino et al. (1990), verificando que a membrana
das células de levedura tolerantes ao congelamento permanecia praticamente
intacta ap6s tal processo, a avaliar pelas diferencas na composicdo dos
lipidos € pelos niveis de trealose em células de levedura tolerantes e sensiveis
ao congelémento. Estudos em que foi comparada a composicdo lipidica de
uma estipe tolerante ao congelamento com a de uma estirpe sensivel,
sugeriram que a membrana plasmitica da estirpe tolerante ao congelamento
deveria ter maior fluidez do que a da estirpe sensivel Murakami e al., 1995).

A dificuldade em encontrar estirpes de levedura que apresentem -as
propriedades imprescindiveis 3 panificagio industrial, onde se inclui, como
¢ evidente, a sua resisténcia ao congelamento, tem feito com que os
investigadores se debrucem sobre a pesquisa de estirpes de leveduras a partir
de fontes naturais (Hino er al., 1987; Hahn e Kawai, 1990a, 1990b; Almeida e Pais,
1996b), ou estirpes incluidas em colecgdes internacionais (Oda er al., 1986; Uno,
1986), procurando deste modo encontrar estirpes selvagens que colmatem
todas estas caracteristicas desejdveis as leveduras de panifica¢do. Outros,
dedicam-se 2 pesquisa de indole genética investindo na obtencdo de estirpes
que reunam as qualidades que nio estio presentes nas estirpes selvagens
(Nakagawa e Ouchi, 1994; Kyogoku ¢ Ouchi, 1995).

De acordo com a literatura, as estirpes de leveduras que até ao
momento tdm sido referidas como eficientes em massas congeladas por se

mostrarem crio-tolerantes € ao mesmo tempo utiliziveis em massas com ou
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sem agiicar, pertencem as espécies T. delbrueckii, S. cerevisiae (FRI-413 e
FRI-802) ¢ Kluyveromyces thermotolerans (FRI-501) (Ohshima et al, 1987;
Sasaki e Ohshima, 1987; Oda e Tonomura, 1993, 1994; Hahn ¢ Kawai, 1990a, 1990b).

4. ESTUDOS GENETICOS PARA OBTENCAO DE ESTIRPES CRIO-
TOLERANTES

Alguns tipos de leveduras crio-tolerantes foram obtidas por mutagio
(Nakagawa e Ouchi, 1994) e estudados os possiveis papeis de certos locus na
tolerdncia ao choque térmico (Blumenthal er al., 1995). Embora a actividade
glicolitica diminua com o abaixamento da temperatura, as leveduras de
panificacdo ainda fermentam as massas mesmo a temperaturas extremamente
baixas (pérto de 0°C) e convertem os aglicares em CO» e etanol de um modo
aprecidvel, quando a massa é guardada durante dias. Estes factos tornam
dificil a adopgdo destas leveduras para métodos de panificacdo em que as
massas sio guardadas num frigorifico antes da cozedura. Se houvesse uma
levedura de panificacido que dificilmente fermentasse os agticares nas
condigoes de refrigeracdo mas adquirisse a sua capacidade fermentativa
normal apds esse periodo, 3 temperatura ambiente, tornava-se, acima de
tudo, extremamente Wtil em processos de panificagdo que envolvessem um
periodo de refrigeragio. Com este objectivo, foram isolados mutantes de
estirpes de leveduras que produziam muito menos CO, na massa do que a
estirpe parental a temperaturas inferiores a 15°C, mas recuperavam a sua
actividade fermentativa normal quando a temperatura rondava ou era
‘superior a 25°C (Kyogoku e Ouchi, 1995).

Entre as leveduras pertencentes ao género Torulaspora, T.
pretoriensis IFO 10218 foi seleccionada como uma estirpe maltose-
fermentativa, capaz de fermentar massas com 5% de glucose com a mesma
eficiéncia das estirpes comerciais de panificagdo. A resisténcia ao
congelamento-degelo desta estirpe na massa era superior & da estirpe S.
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cerevisiae FL 2209 isolada a partir de levedura comercial prensada. Uma
vez que as células de IFO 10218 sedimentavam rapidamente quando em
suspensdo, foi construido um mutante, YK-1, capaz de dispersdo. Este
mutante demonstrou ser eficaz quer na panificagdo tradicional quer na
obtengdo de massas congeladas. A resisténcia de YK-I a0
congelamento-degelo, em massas com 30% ¢ 5% de sacarose, era superior a
de FL 2209, mas ambas as estirpes sofriam danos em massas isentas de
agticar. No pdo fabricado a partir de massas congeladas, verificou-se que as
preparadas com YK-1 apresentavam um tempo util de manipulagio da
" massa mais curto & um volume especifico maior quando comparadas com
massas que continham FL 2209. Comparando com produtos de panificagdo
cujas massas ndo sofreram congelamento, o volume especifico das feitas
com YK-1 era superior a 95% e 75% quando o periodo de armazenamento
era inferior a 21 dias em pdo doce e sete dias em pdo branco,
respectivainente (Oda ¢ Tonomura, 1993; 1994).

Conforme a literatura disponivel, outro caso bem sucedido neste
campo diz respeito i levedura T. delbrueckii SANK 50184 (Sankyo Co.,
Ltd.), tolerante a elevadas concentragbes de aglicar e ao
congelamento-degelo na massa. Esta levedura é muito usada no Japdo, mas
a sua produgdo industrial foi dificultada pelo pequeno tamanho das células.
A suspensdo celular devia ser desidratada para a obtengdo de uma pasta apos
a recolha e lavagem e o seu tamanho causava problemas no referido
processo: a filtragdo das células para desidratacdo demorava e ndo podia
decorrer de modo continuo porque os filtros de desidratagdo colapsavam e
tinham de ser mudados frequentemente (Sasaki e Ohshima, 1987). Era umé
estirpe haploide a partir da qual se obteve uma diploide por fusdo de
protoplastos. O estado diploide foi herdado de modo estdvel, o voluiné,
celular passou a ser trés vezes maior e 0 DNA duplicou em relagdo a estirpe
parental. Ndo se encontraram diferengas notérias entre a estirpe diploide
induzida pelo DMSO e as células formadas através da fusdo protoplasmética
intra-especifica (Sasaki ¢ Ohshima, 1987). As estirpes diploides de 7. delbrueckii

obtidas foram experimentadas para aplicacdo industrial. Dado o seu
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tamanho, foi melhorado o processo de obtengdo de pasta de levedura com o
diploide YL3. O tempo de desidratagdo da estirpe diploide foi encurtado em
relagdo 3 estirpe parental nas mesmas condigdes convencionais e deixaram
de ser necessdrias mudangas frequentes de filtros durante a desidratacdo. A
actividade fermentativa e a tolerdncia ao congelamento-degelo na massa foi
herdado com sucesso pelas estirpes diploides n3o se detectando uma
diferenca estatisticamente significativa no paladar e aroma do pdo fabricado
usando SANK 50268 ou YL3. Novos métodos para a indugdo de diploides
artificiais, através de diploidizacdo directa sio uteis para desenvolvimento
~ genético de uma estirpe industrial de T. delbrueckii. De facto, um desses
diploides est4d agora no mercado em substituicdo da estirpe parental haploide
(thhima et al., 1987).

5. AIMPORTANCIA DA TREALOSE NA AQUISICAO DE TERMOTOLERANCIA

A trealose (a-D-glucopiranosil-a-D-glucopiranésido) € um
dissacarideo ndo redutor de glucose ¢ um isémero da maltose. Encontra-se
em virios organismos nomeadamente em leveduras (Keller er al., 1982; De
Virgilio et al., 1994; Yoshikawa et al., 1994), fungos, insectos, bactérias (Leslic er
al., 1995) e plantas (Kidd e Devorak, 1994; Miiller et al., 1995). Nestes organismos
a trealose pode ser consumida como fonte de energia e tem variadas
fung3es. Entre elas pode referir-se a protecciio das estruturas das membranas
biolégicas contra os danos causados pelo congelamento e dessecagdo (Oda er
abl., 1986). Embora tenha um paladar doce ni3o provoca cdrie e pode ser
usada como um componente de alimentos variados (Kidd e Devorak, 1994) € de
produtos de beleza, sendo j4 considerada um produto a ser utilizado em
farmacos anticancerigenos (Yoshikawa et al, 1994). A trealose é também um
subproduto de fermentagdes industriais (Hull er al, 1995). Alguns autores

mostraram que a trealose pode ser usada como um poderoso crio-protector
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das leveduras de panifica¢io, tornando-as mais resistentes ao congelamento
na massa. (Oda et al., 1986).

A trealose é frequentemente encontrada em elevadas concentragdes
em leveduras de panificagdo (Yoshikawa er al, 1994). Em S. cerevisiae a
trealose pode contribuir em mais de 23% do peso seco das cé€lulas ou menos
de 1%, dependendd das condig¢des de crescimento e do estddio no ciclo de
vida. E genericamente assumido que uma das fungdes da trealose € ser um
carboidrato de reserva do mesmo modo que o glicogénio o é. Glicogénio e
trealose podem ser acumulados nas células em quantidades semelhantes, mas
os padroes de acumula¢do e mobilizagio destes dois hidratos de carbono de
reserva diferem visivelmente, o que leva a crer que desempenhem papeis
fisiologicos distintos (Keller e al., 1982; Ling er al., 1995). O glicogénio s6 €
formado na fase exponencial de crescimento da levedura, e gasto na fase
seguinte. Por outro lado, os niveis mais elevados de trealose estdo associads
a fase estaciondria, enquanto os mais baixos se encontram durante o
crescimento exponencial (Van Laere, 1989). '

A preparagdo da massa panar coincide com o inicio da fermentagdo
e estd associada a ripidas perda de resisténcia 4 tensdo e mobilizagdo da
trealose, nas células de levedura, Usando mutantes de S. cerevisiae afectados
no metabolismo da trealose, confirmou-se a correlagdo entre o contetido em
trealose e a resisténcia ao "stress", mas s6 na auséncia de fermentagdo. Foi
demonstrado que ambos os fenémenos podem ser claramente separados
logo que as células iniciam a fermentagdo. A experiéncia foi executada quer
em células com niveis moderados de trealose, crescidas em condi¢oes
laboratoriais, quer em células cujo conteido de trealose era superior a 10%.
A manuten¢do de um nivel elevado de trealose durante a fermentagdo
também ndo evita a perda de capacidade fermentativa durante a prepara¢io
de massas congeladas. Embora niveis mais elevados de trealose estejam
sempre relacionados com maior resisténcia 3 tensdo antes da adigdo do

acticar fermentédvel, o inicio da fermentagdo causa o desaparecimento de um
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‘qualquer factor necessdrio 3 manutengdo da resisténcia A tensdo, mesmo na
presenga de elevados contetidos de trealose (Van Dijck ef al., 1995).
A tolerdncia das estirpes de levedura ao congelamento estd associada
a um nivel de trealose que deve ser mantido ap6s um periodo de
fermentagdo anterior ao préprio congelamento. A tolerincia ao
congelamento das leveduras estd assim, de algum modo, relacionada com
um nivel basal de trealose intracelular 3 qual se segue uma rdpida
degrada¢io no comego de um periodo de fermentagio anterior ao
congelamento (Yokoigawa er al, 1995). Nas leveduras sensiveis ao
~ congelamento, o grau de hidrélise da trealose pode ser afectado pelo tipo de
aic;ﬁcar, ao contrdrio do que acontece nas leveduras crio-resistentes (Hino et
al., 1990). Recentemente aceita-se que a crio-resisténcia ndo estd directamente
correlacionada com a quantidade inicial de trealose na célula nem com o
h_iVel ainda presente na massa na altura do congelamento. Quando o nivel de
trealose desce abaixo de 5%, a resisténcia a0 armazenamento no frio diminui
claramente. No entanto, uma percentagem de 4-5% de contetido celular em
trealose na altura do congelamento parece ser suficiente para proteger a
levedura dos danos provocados pelo congelamento, durante o periodo de
armazenamento (Meric et al, 1995). Apesar de tudo, grande parte destes
autores faz notar que nem sempre um e¢levado conteido de trealose estd
rélaéionado com uma elevada crio-resisténcia.
| Outros trabalhos referem-se 3 relagdo entre a concentracdo de
trealose e a viabilidade das leveduras sob condi¢fes ambientais geradoras de
tensdo. Um total de 12 estirpes de leveduras de diferentes géneros foram
examinadas. As estirpes de levedura consideradas osmotolerantes continham
0s niveis de trealose intracelular mais elevados. Adicionalmente, estas
estirpes foram estudadas no que diz respeito a sua capacidade de tolerincia a
longos periodos de armazenamento por congelagio. Apés 12 semanas de
congelamento a -20°C, as estirpes de levedura que continham niveis mais
elevados de trealose na altura do congelamento, apresentavam a maior
viabilidade celular. As estirpes atrds referidas apresentavam nestas condigdes
uma viabilidade celular de 30%. Em estirpes com baixo nivel de trealose

123



Introducdo

intracelular ndo se detectavam células vidveis ap6s as 12 semanas (D’Amore e?
al., 1991). O efeito da temperatura na acumulacio da trealose foi investigado
nas estirpes referidas. Aumentando a temperatura de incubagdo de 21°C para
40°C verifica-se um aumento no contetido de trealose em T. delbrueckii
apés 45-60 minutos de incubagdo. Por outro lado, s6 se observava um
pequeno aumento no contetido de trealose nas estirpes osmo-sensiveis, ap0s
60 minutos a 40°C. Estes resultados confirmam a ideia de que o tratamento
pelo calor em estirpes tolerantes pode provocar um aumento na acumulago
de trealose. A acumulagdo de trealose induzida pelo calor protege as células
de levedura do calor e desseca¢do. O aumento da tolerincia ao calor é
provavelmente devido ao efeito da trealose como estabilizador das
membranas. A confirmar o papel da trealose na termotolerdncia incluem-se
os trabalhos com a levedura de panificagio S. cerevisiae em que -a
acumulacio da trealose € desencadeada por um estimulo que activa a
resposta de choque térmico: os niveis de trealose estdo correlacionados
positivamente com a termotolerincia sugerindo que desempenha também
uma fungdo protectora (D'Amore et al., 1991; Attfield et al,, 1994; Nakata et al,
1995a, 1995b).

A acumulacio de trealose em leveduras de panificagdo pode estar
relacionada com o metabolismo da maltose nestes organismos (Operti er al.,
1982). Eleutherio er al. (1993) refere ter-se demonstrado que a expressdo. de
qualquer dos genes MAL leva & acumulagio de trealose. Assim, um gene
constitutivo MALA4, foi introduzido numa estirpe que ndo acumulava
trealose nem adquiria termotolerincia. Verificou-se que esta estirpe
construida acumulava trealose durante o aumento de temperatura, aumento
esse que levava a um incremento da sua termotolerdncia. Uma variagdo de
28°C para 40°C induzia um aumento da actividade da trealose-6P-sintetase
trés vezes maior em todas as estirpes experimentadas, mas a actividade da
trealase ndo era significativamente modificada, provocando um grande
aumento da trealose interna. O mutante de S. cerevisiae Klg-102 nio
apresenta actividade da trealose-6P-sintetase dependente de uridino-
difosfato de glucose (UDPG) e portanto nenhuma acumulagio de trealose se
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-observou. Tanto a trealose-6P-sintetase como a trealase sdo reguladas por
formas interconvertiveis: enquanto a enzima de sintese se torna menos activa
quando fosforilada, a trealase torna-se activa quando sofre fosforilagdo.
Noutro mutante de S. cerevisiae (VFP1-8C) obtido a partir do cruzamento
do mutante Klg-102 com a estirpe de S. cerevisiae 1403-7A, apesar de nio
se observar qualquer actividade da sintetase, observou-se acumulagio da
trealose devido 3 presenca do gene constitutivo MAL4. As leveduras de
panifica¢do contém entre outros, o gene MAL4, que se encontra na natureza
sempre na sua forma constitutiva, garantindo assim, a capacidade de
~ acumular trealose.

O tipo de transporte da trealose através da membrana plasmética da
levedura parece desempenhar um papel importante na acumulagio
intracelular daquele substrato, que por sua vez parecia estar associado 2
termotolerdncia da levedura. Para elucidar estes aspectos, foram usadas duas
estirpes mutantes (T82 e 308TS) que perderam o transportador mas
sintetisavam trealose. Verificou-se que a auséncia de um transportador para
a trealose ndo tinha um efeito negativo sobre a aquisicdo da termotolerincia,
uma vez que uma boa relacdo entre a acumulagdo da trealose e a
termotolerdncia foi observada nos mutantes deficientes no transportador.
Pode assim dizer-se, que a acumulagdo de trealose induzida pelo calor
origina um modo de proteger as proteinas (principalmente enzimas) da
desnaturagdo. Com efeito, verificou-se que a trealose estabiliza proteinas
isoladas, como a fosfofrutocinase, lactato-desidrogenase e a enzima de
restric¢io Psr (Eleutherio er al, 1993). Ao contririo do que estes mesmos
autores tinham demonstrado em relagio ao papel da trealose e do seu
transportador na protecgdo da membrana celular durante a desidratagdo, que
requeria a presen¢a deste dissacarideo de ambos os lados da membrana,
neste caso, a acumulacdo da trealose induzida pelo calor estabelece um meio
de proteger as proteinas (especialmente as enzimas) da desidratagio.

De facto, no caso da levedura S. cerevisiae, todos 0s processos a
seguir referidos, tém sido citados como responsdveis pela aquisicdo de
termotolerdncia: (1) inducdo de hsp; (2) manutengdo do pH e gradientes
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iénicos através da membrana plasmitica via actividade da ATPase da
membrana citdplasmética; (3) diminui¢do na actividade ou modifica¢des na
distribuigdo da 4gua no citosol; (4) acumulagdo de trealose induzida pelo
calor. Existe uma evidéncia genética de que a sintese de trealose induzida
pelo calor € um factor importante na inducdo da termotolerdncia (Trollmo er

al., 1988; De Virgilio et al., 1994).
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MATERIAL E METODOS

1. MICRORGANISMOS E MEIOS DE CULTURA

Neste estudo foram utilizadas nove estirpes de leveduras. Cinco,
isoladas como referido no Capitulo 3, de fermentos tradicionais (IGC 5318 [DB
~ 55A]; IGC 5319 [DB 55B]; IGC 5320 [DB 56A]; IGC 5321 [DB 42B]; IGC 5323 [DB 62A]),
duas de pasta de fermento comercial (IGC 5325 [F 46); IGC 5326 [F 65]) € duas (IGC
4072; IGC 4478) fornecidas pela Colecgdo Portuguesa de Leveduras (PYCC),
Instituto Gulbenkian de Ciéncias, Oeiras. Todas as estirpes foram mantidas em
meio de manutengdo sélido, cuja composi¢do estd descrita no Apéndice I
(sec¢do III-1).

Para as diferentes experiéncias efectuadas as estirpes foram crescidas
numa incubadora orbital (160 rpm) a 30°C em "erlenmeyer” de 500 ml
contendo 250 ml de meio Y.P.S. (Apéndice I, sec¢io VI-6) pH 6,0, durante 24
horas.

Para a preparacdo das massas congeladas, as células foram colhidas por
centrifugagdo, a 4°C, durante dois minutos a 7 000 rpm (Centrifuga Sigma
4K10), lavadas duas vezes com dgua desionizada gelada e filtradas (Membranas
Schleicher & Schuell ME 25 0,45um, didmetro = 50 mm) de modo a obter uma

massa compacta de leveduras.

2. PREPARACAQ DAS MASSAS

O modo de preparagio destas massas foi em tudo idéntica a referida no
Capitulo 3 (Material e Métodos - 2.2), utilizando o quintuplo dos ingredientes.
Assim, logo que a massa ficou pronta foi dividida em cinco porgdes de igual
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peso. Uma delas foi utilizada para determina¢do da capacidade fermentativa,
conforme descrito no Capitulo 3 (Material e Métodos - 2.3). As outras quatro
foram tendidas 3 mio, com forma mais ou menos rectingular € com cerca de 0,5
cm de espessura, embrulhadas em folha de aluminio e armazenadas a -20°C por
periodos de 4, 8, 15 e 30 dias respectivamente.

Ap6s congelamento durante os periodos desejados, as massas
congeladas foram colocadas numa estufa a 30°C durante uma hora e,
posteriormente, introduzidas na cuba de fermentag@o do reofermentémetro para
~ avaliagio da capacidade fermentativa do modo anteriormente referido. Nestes
casos a capacidade fermentativa apls congelamento durante determinado
periodo de tempo, foi expressa em %, calculada com base na capacidade
fermentativa obtida antes do congelamento.

Para verificar se a existéncia de um periodo de fermentagdo anterior ao
congelamento poderia ter efeitos significativos sobre a capacidade fermentativa
das leveduras na massa, as massas preparadas de forma igual & descrita
anteriormente foram fermentadas por diferentes periodos de tempo (0,5, 1,5 ¢
2,5 horas) e posteriormente guardadas no congelador (-20°C) durante 4, 8, 15 e
30 dias. ApGs estes periodos as massas foram descongeladas ¢ a sua capacidade
fermentativa determinada no reofermentometro, conforme os procedimentos ja

descritos.

3. DETERMINACAO DA VIABILIDADE CELULAR

O nimero de células vidveis foi determinado antes e depois da
congelagdio e consequente descongelagdo, em trés experiéncias distintas, pelo
método de contagem em placa. Procedeu-se do seguinte modo: colocaram-se
0,5g de massa em 10ml de uma solugéo de 4gua peptonada 0,1% (p/v) estéril e
agitou-se vigorosamente. Ap6s diluigdes sucessivas da suspensdo espalharam-se
0,1m! em placas de Y.P.G. que foram incubadas a 28°C durante 48 horas; em
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seguida procedeu-se 3 contagem das leveduras nas placas em que o niimero de
colénias oscilava entre 30 a 300.

A taxa de sobrevivéncia (%) foi determinada como a razdo entre o
niimero de UFC/100g de massa apds o respectivo periodo de congelamento € o
nimero de UFC/100g de massa sem congelamento prévio:

UFC/100g de massa ap6s um determinado periodo de congelamento
x 100

UFC/100g de massa ndo congelada

4. DETERMINACAO DO CONTEUDO INTRACELULAR DE TREALOSE

Células em fase estaciondria crescidas a 30°C durante 24 horas em
Y.P.S. foram colhidas por centrifuga¢do a 12000 rpm (1400 g) durante trés
minutos 4 temperatura ambiente numa centrifuga de bancada Sigma 113.
Seguidamente foram ressuspensas num volume igual de 4gua desionizada fria e
lavadas duas vezes. A extrac¢do da trealose foi feita de acordo com o método de
Hino et al., (1990) no qual se introduziram algumas modifica¢cdes. As células
obtidas a partir de Iml de suspensio foram tratadas com Iml de 4cido
tricloroacético [Merck] 5% (p/v), deixando-as em repouso durante 45 min, com
agitacdo ocasional. As células foram entdo centrifugadas a 3000 rpm (400 g)
durante 10 minutos processo que se repetiu duas vezes. Os sobrenadantes
resultantes destas extracgées foram utilizados para a determinagdo da
concentragao da trealose por cromatografia liquida de alta pressao (HPLC).

Antes de se proceder a injecghes de 20 ul, os sobrenadantes foram
filtrados através de filtros estéreis (Schleicher & Schuell de poro 0,2 um). O
aparelho usado era da marca Gilson com uma coluna Merck Polyspher OA KC
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Cat. n2 51270, mantida a 85°C, tendo 4gua ultra-pura como fase mével com um
fluxo de 0,5ml/min. O padrdo interno usado foi a glucose (Sg/1).

A determinagdo do peso seco por ml de suspensdo de células foi feita
como anteriormente descrito (Capitulo 3: Material e Métodos - 1. 2).

5. REPRODUCIBILIDADE

No que concerne a capacidade fermentativa das diversas massas, 0
resultado apresentado corresponde ao valor médio de trés experiéncias cujo
valor ndo se afastou entre si mais do que 30 ml de CO».

A viabilidade celular foi determinada, para cada caso, em cinco placas
de Y.P.G. e tomado em considerag¢do o valor médio do conjunto das placas cujo
nimero de UFC ndo apresentava diferengas superiores a 15 UFC.

O valor encontrado para cada estirpe do contetido intracelular de
trealose, corresponde a3 média de trés determinagdes, correspondentes a trés

ensaios distintos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. EFEITO DE DIFERENTES PERIODOS DE CONGELAMENTO NA
CAPACIDADE FERMENTATIVA DAS LEVEDURAS

Apo6s uma aturada seleccdo das estirpes de leveduras que isoldmos a
partir de iscos de broas tradicionais de Portugal, com base na forte e eficaz
fermenta¢io da maltose, na rdpida e elevada produgdo de biomassa, quando
crescidas no meio Y.P.S. a pH 6,0 e a 30°C, e na sua elevada capacidade
fermentativa quando incluidas em massas sem aglcar, era altura de
avaliarmos a capacidade fermentativa dessas estirpes quando integradas em
massas sujeitas a congelamento a -20°C, por periodos que iam até 30 dias.
Os resultados obtidos a partir destes estudos estdo apresentados na Fig. 4.1. ¢
na Tabela 4.1..

Nesta tabela os valores da capacidade fermentativa, para cada estirpe
de levedura apés diversos dias de congelamento, apresentam-se em fungdo
da capacidade fermentativa da respectiva estirpe sem prévio congelamento.

Verificou-se que ap6s 4 dias de congelamento a capacidade
fermentativa diminuiu na maior parte das estirpes de S. cerevisiae
experimentadas. A maioria das estirpes de T. delbrueckii demonstraram de
um modo consistente, elevada capacidade fermentativa, mesmo ap6s longos
periodos de armazenamento a -20°C: as estirpes IGC 5321 (DB 42B) € IGC 5323
(DB 62A) apresentam um ligeiro decréscimo da sua capacidade fermentativa
nas massas acabadas de preparar quando comparadas com a estirpe
comercial IGC 5325 (F 46), mas mantém os valores de produgdo de CO, ap6s
longos periodos de armazenamento no frio. As estirpes S. cerevisiae IGC
4072 e T. delbrueckii 1GC 4478, embora apresentando baixa capacidade

fermentativa, parecem ser estdveis apOs diversos periodos de
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armazenamento a -20°C, indicando a sua tolerincia ao congelamento
(Tabela 4.I).

Produgio de CO2 (ml CO2/3h/100g massa)

0 1 1 Jd
0 10 20 30

Tempo de congelamento (dias)

Fig.4.1. Efeito do periodo de congelamento na produgdo de COp pelas estirpes de
levedura em massas congeladas a -20°C.

Estirpes: (W) Saccharomyces cerevisiae 1GC 5318 [DB 55A}; (@)S. cerevisiae 1GC
5319 [DB 55B]; (A) S. cerevisiage IGC 5320 [DB 56A]; (®) S.cerevisiae 1IGC 5325 [F
46); (0) Torulaspora delbrueckii 1GC 5321 [DB 42BJ; (O) T. delbrueckii 1GC 5323
[DB 62A].
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2. EFEITO DE DIFERENTES PERfODOS DE PRE-FERMENTACAO NA
CAPACIDADE FERMENTATIVA DAS LEVEDURAS

Foram também estudados os efeitos de diferentes periodos de
fermentagdo anterior ao congelamento na capacidade fermentativa € na
viabilidade celular das estirpes seleccionadas. As massas, preparadas com as
diferentes estirpes de levedura, foram submetidas a periodos de pré-
fermentagdo de 30, 90 e 150 minutos antes do congelamento € mantidas
 armazenadas a -20°C durante 4, 8 ¢ 15 dias. Observdmos dois padrdes de
comportamento distintos para estirpes de T. delbrueckii e de S. cerevisiae. As
estirpes IGC 5321 (DB 42B) e IGC 5323 (DB 62A) da primeira espécie, embora
apresentando um ligeiro decréscimo da capacidade fermentativa apés 2,5
horas de pré-fermentacdo, ndo pareceram ser afectadas pela fermentagio
antes do congelamento, ao contrdrio do que aconteceu com as estirpes de S.
cerevisiae (Fig. 4.2).

Para verificarmos se o periodo de armazenamento afectava a
producio de CO,, as mesmas estirpes de T. delbrueckii foram sujeitas a
periodos mais longos de congelamento. Ambas as estirpes mantiveram uma
elevada capacidade fermentativa em massas guardadas a -20°C durante 15
dias e submetidas a um periodo de fermentagio prévia de 150 minutos (453
ml CO,. 3h'l. 100g! massa e 397 ml CO;. 3hl. 100g! massa

respectivamente).
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Fig.4.2. Efeito da pré-fermentagdo na produgdo de CO, pelas estirpes de levedura em
massas congeladas e armazenadas a -20°C durante quatro dias.

Estirpes: (M) Saccharomyces cerevisiae 1GC 5318 [DB 55A]; (@)S. cerevisiae IGC
5319 [DB 55B]; (&) S. cerevisiaze IGC 5320 [DB 56Al; (#) S.cerevisiae 1GC 5325 {F
46]; (O) Torulaspora delbrueckii 1GC 5321 [DB 42B); (O) T. delbrueckii 1GC 5323
[DB 62A]. ‘

3. EFEITO DO CONGELAMENTO E DA PRE-FERMENTACAO NA
VIABILIDADE CELULAR

As massas acabadas de preparar com as diferentes estirpes de
levedura apresentaram valores do niimero de células vidveis da mesma
ordem de grandeza, qualquer que fosse a estirpe em estudo. Os valores
situaram-se na gama 4 x 105 e 6 x 105 UFC/g de massa para as estirpes de S.
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cerevisiae ¢ 6 x 105 a 8 x 105 UFC/g de massa para as estirpes de 7.
delbrueckii. Ap6s 4 dias de congelamento observou-s¢ um notério
decréscimo na taxa de sobrevivéncia em todas as estirpes estudadas excepto
na estirpe T. delbrueckii IGC 5321 (DB 42B) (Fig. 4.3).

Para periodos mais longos de armazenamento a -20°C (8, 15 ¢ 30
dias) os ‘valores encontrados mantiveram-se aproximadamente 0s mesmos
em todas as estirpes estudadas, indicando que a viabilidade celular ndo era

significativamente afectada pela duragdo do periodo de armazenamento.
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Fig.4.3. Efeito do periodo de armazenamento na taxa de sobrevivéncia das leveduras em
massas sem pré-fermentacdo, guardadas a -20°C, at€ um periodo de 30 dias.

Estirpes: (W) Saccharomyces cerevisiae 1GC 5318 [DB 55A]; (@)S. cerevisiae 1GC
5319 [DB 55B]; (&) S. cerevisiae 1GC 5320 [DB S6A]; ®) S.cerevisiae 1GC 5325 [F
46); (O) Torulaspora delbrueckii 1GC 5321 {DB 42B]; (O) T. delbrueckii 1GC 5323
[DB 62Al].

135



Resultados e discussao

No que diz respeito as massas congeladas, depois de submetidas a
uma fermentagio prévia, verificou-se que a pré-fermentagio também
reduziu a viabilidade das células de levedura, numa extensio que dependeu
das estirpes em causa. Observdmos uma diminui¢do acentuada do nimero
de células vidveis nas estirpes de S. cerevisiae 1GC 5320 (DB 56A) e T.
delbrueckii IGC 5321 (DB 42B) e IGC 5323 (DB 62A), ap0s 2,5 horas de pré-
fermentacdo (Fig. 4.4).
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0 30 60 90 120 150

Periodo de pré-fermentacdo (min.)

Fig. 44. Efeito de diferentes periodos de pré-fermentagdo na taxa de sobrevivéncia das
leveduras, em massas congeladas e armazenadas durante quatro dias a -20°C.

Estirpes: (W) Saccharomyces cerevisiaze 1GC 5318 [DB 55A]; (@)S. cerevisiae IGC
5319 [DB 55B]; (A) S. cerevisiae 1GC 5320 [DB 56A]; (®) S.cerevisiae 1GC 5325 [F
46); (O0) Torulaspora delbrueckii 1GC 5321 [DB 42B]; (O) T. delbrueckii 1GC 5323
[DB 62A].
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O mesmo padrdo ndo se verificou para as estirpes IGC 5318 (DB 55A),
IGC 5319 (DB 55B) € IGC 5325 (F 46) de S. cerevisiae, que mantiveram uma
elevada taxa de sobrevivéncia ap6s esse periodo de pré-fermentacio.

Estes resultados indicaram que a taxa de sobrevivéncia e a
capacidade fermentativa ndo se encontram correlacionadas, uma vez que as
estirpes de T. delbrueckii IGC 5321 (DB 42B) e IGC 5323 (DB 62A) apresentaram
elevados valores de produgdo de CO, apés 4 dias de congelamento e 2,5
horas de pré-fermentagdo (Fig. 4.2).

Podemos assim referir que, no que respeita A tolerdncia ao
congelamento, a capacidade fermentativa de todas as estirpes de S.
cerevisiae excepto IGC 4072 diminuiu consideravelmente 3 medida que o
periodo de congelamento aumentou. Do mesmo modo, nestas estirpes,
quando as massas respectivas se sujeitaram a um periodo de fermentacio
antes do congelamento, observou-se um efeito negativo na capacidade
fermentativa das leveduras. Verificou-se ainda que a capacidade
fermentativa das leveduras diminuiu com o aumento do tempo de
pré-fermentagdo, tendo-se obtido em trés estirpes uma reduciio de cerca de
um quarto do valor inicial obtido nas massas frescas, quando sofreram 2,5
horas de fermentagdo amtes do congelamento (Fig. 4.2). Aparentemente,
algumas estirpes mostraram-se mais sensiveis ao préprio processo de
congelamento do que a0 armazenamento a -20°C, enquanto outras (IGC 5318
[DB 55A] e IGC 5319 [DB 55B]) demonstraram ser mais sensiveis a longos
periodos de congelamento do que ao congelamento em si, uma vez que
mantiveram uma boa capacidade fermentativa para periodos até 8 dias de
congelamento, diminuindo consideravelmente apés 15 dias. Contrariamente,
¢ de acordo com o que seria de esperar tendo em conta os resultados de
outros autores (Oda e: al., 1986; Hino et al., 1990; Oda e Tonomura, 1993), estirpes
de T. delbrueckii AGC 5321 [DB 42B], IGC 5323 [DB 62A] ¢ IGC 4478) pareceram
ser mais tolerantes ao congelamento, uma vez que mantiveram
aproximadamente a mesma capacidade fermentativa apés 30 dias de
congelamento a -20°C. Embora apresentando uma diminuigfo significativa
na taxa de sobrevivéncia apds pré-fermentagio, duas destas estirpes
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mantiveram uma boa capacidade fermentativa na massa apds 2,5 horas de
pré-fermentagdo e 15 dias de congelamento.

4. CONTEUDO INTRACELULAR DE TREALOSE E SUA RELACAO COM A
CRIO-RESISTENCIA DAS LEVEDURAS

Os valores encontrados para a concentragdo intracelular de trealose
" situaram-se na gama de 5 a 29% (p/p), cormrespondendo o valor mais
elevado a uma estirpe de S. cerevisiae de proveniéncia industrial 1GC 5325 [F
46)) e s estirpes IGC 5321 (DB 42B) e IGC 5323 (DB 62A) de T. delbrueckii
(Tabela 4.I). A estas duas Gltimas estirpes corresponderam também os
valores maios elevados de concentragdio de proteina (resultados ndo
apresentados).

O conteddo intracelular de trealose das leveduras comerciais de
panificagio é geralmente considerado um pardmetro critico na resisténcia a
tensdo ou "stress" (Attfield ef al., 1992; Eleutherio er al., 1993; Hottiger et al., 1994;
Yoshikawa et al., 1994), € as condigOes de cultura tém vindo a ser optimizadas
de modo a obter-se conteiidos de trealose mais elevados. Sdo frequentes
niveis de trealose de 15 a 20% do peso seco, sendo considerado o valor de
10% como um patamar critico (Gélinas er al, 1989). Também o conteddo
proteico parece ser um dos factores que afecta a capacidade fermentativa das
leveduras, tendo sido associada uma boa prestacio da levedura apés

congelamento a um elevado contetido em proteina (Hsu ez al., 1979a).
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Tabela 4.1. Contetido intracelular de trealose e capacidade fermentativa das leveduras
crescidas em Y.P. com 2% de sacarose.Efeito na capacidade fermentativa de diferentes
periodos de armazenamento das massas a -20°C.

Capacidade fermentativa
~ Contetido Antes do
Estirpes de intracelular congelamento ApGs o congelamento *
lev:}()iuras detrealose  (mlCO, AM100g (%)

(mg/g p.s.) massa)

4 dias 15dias 30 dias
e

IGC 5318 (DB 55A) 102.0 414 95.9 41.8 20.5
IGC 5319 (DB 55B) 173.7 402 88.3 47.3 38.6
IGC 5320 (DB 56A) 51.9 429 59.0 48.0 44.1
IGC 5321 (DB 42B) 259.4 427 113.8 75.4 78.0
IGC 5323 (DB 62A) 2275 389 1244 1093 1085
IGC 5325 (F 46) 290.0 476 74.2 62.0 63.7
IGC 5326 (F 65) 206.1 447 66.0 46.5 47.7
IGC 4072 131.8 223 104.0 94.2 98.2
IGC 4478 186.7 270 108,9 99.6 106.3

* - Calculada com base na capacidade fermentativa antes do congelamento

Os resultados obtidos parecem indicar que outros factores poderdo
desempenhar um papel importante na tolerdncia ao congelamento, uma vez
que os valores mais elevados de trealose intracelular que encontrimos nem
sempre corresponderam a uma maior tolerdncia (Tabela 4.I). Verificdmos
também um efeito negativo na capacidade fermentativa das células de S.
cerevisiae IGC 5325 (F 46), uma estirpe com niveis elevados de trealose
intracelular, quando as respectivas massas acabadas de preparar se
submetiam a um periodo de fermentagdo antes do congelamento. Estes
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resultados estdo aparentemente de acordo com os obtidos por outros autores
(Gélinas er al., 1989; Meric er al, 1995), que indicam que a crio-resisténcia ndo
se encontra directamente correlacionada nem com a quantidade inicial de
trealose nas células de levedura nem com o nivel ainda presente na massa na

altura do congelamento.
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1. DISCUSSAO GERAL

No ambito do presente trabalho de tese foram desenvolvidos estudos
sobre a flora de leveduras presente em fermentos tradicionalmente utilizados no
fabrico de pdo. Os estudos foram basicamente delineados tendo como
objectivos centrais: (i) identificar a flora de leveduras presente nos iscos, (ii)
viabilizar o inicio de uma colecgdo representativa do patriménio microbiano
. caracteristico de iscos ou fermentos, em via de desaparecimento mas que ainda
¢ possivel encontrar em casas tradicionais portuguesas, (iii) avaliar a
representividade de outras espécies de leveduras, que ndo Saccharomyces
cerevisiae, nos iscos e (iv) seleccionar, de entre as leveduras isoladas, estirpes
com perfil adequado as exigéncias do mercado da panificagio.

Numa primeira fase procuramos ter acesso a iscos provenientes de
vérios locais, essencialmente da regido minhota e, recuperar um pouco da
histéria da feitura de pao por processos caseiros. Uma parte significativa do
trabalho incidiu sobre a caracterizacdo das leveduras isoladas, dando &nfase aos
aspectos morfologicos, fisiologicos e bioquimicos contemplados nos testes
cldssicos de taxonomia. Numa segunda fase do trabalho procurdmos caracterizar
as leveduras isoladas, avaliando alguns pardmetros considerados relevantes na
indistria de panificag3o.

Nos capitulos anteriores procedemos a apresentacdo e discussdo
sistematizadas dos resultados obtidos ao longo das diferentes etapas do trabalho.
Neste capitulo final iremos, basicamente, proceder a uma andlise de conjunto
dos resultados dando énfase aos aspectos considerados mais importantes em
termos das leveduras isoladas e da sua possivel aplicagdo em panificagdo. Para
facilidade de leitura e interpretagdo iremos considerar os seguintes items: (i)
leveduras representativas dos iscos, (ii) leveduras isoladas versus parimetros
imprescindiveis em panificagdo e (iii) potencial uso de estirpes de Torulaspora

delbrueckii. Terminaremos tecendo consideragdes sobre alguns dos aspectos
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que nio foi possivel contemplar no dmbito deste trabalho e que poderdo
constituir linhas para trabalho futuro.

1.1. LEVEDURAS REPRESENTATIVAS DOS ISCOS

Conforme referido no Capitulo 2, a recolha de iscos, embora efectuada
em virios locais do pais, incidiu preferencialmente na regido minhota, onde
ainda hoje se fabrica pdo de milho e centeio por processos tradicionais. Dos 34
iscos recolhidos, foram isoladas 95 estirpes de leveduras e identificadas 75, de
acordo com os métodos cldssicos utilizados em taxonomia de leveduras. As
estirpes  isoladas pertenciam a nove espécies diferentes sendo as mais
representativas S. cerevisiae, (em cerca de 80% das amostras), Pichia
membranaefaciens ¢ espécies afins, Torulaspora delbrueckii e Issatchenkia
orientalis (em cerca de 40%). A distribui¢io das leveduras variou de uma a
quatro espécies diferentes por fermento, apresentando alguns deles mais do que
uma estirpe da mesma espécie. Apenas sete dos fermentos estudados continham
uma cultura pura de S. cerevisiae. Associagdes de duas espécies diferentes
foram encontradas em 48% dos fermentos, 30% apresentavam associagdes de
trés espécies € os restantes consistiam numa mistura de quatro espécies de
leveduras. Associaghes de S. cerevisiae ¢ T. delbrueckii, 1. orientalis, e/ou P.
membranaefaciens foram as mais frequentes. E igualmente importante referir
que em alguns fermentos ndo estava presente qualquer estirpe de S. cerevisiae
podendo inferir-se que a actividade fermentativa fosse da responsabilidade de T.
delbrueckii. Outros fermentos houve, em que ndo se isolaram estitpes de
leveduras fermentativas, sendo provédvel que, nesses casos, a fermentagdo fosse

levada a cabo pelas bactérias licticas ai presentes.
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1.2. LEVEDURAS ISOLADAS VERSUS PARAMETROS RELEVANTES
EM PANIFICACAO: POTENCIAL USO DE ESTIRPES DE TORULASPORA
DELBRUECKI

Tendo como referéncia o perfil desejdvel para uma levedura com

potencial aplicagdo em panificagdo deu-se €nfase & caracterizagdo das estirpes
 isoladas no que respeita ao crescimento, produ¢do de biomassa, capacidade
fermentativa nas massas, actividade enzimdtica e resisténcia ao congelamento.
ApGs experimentar virios meios de crescimento em que fizémos variar a
concentracdo da fonte de carbono, verificdmos que 0 meio que permitiu a
obten¢do da biomassa maxima mais elevada foi o meio Y.P.S. (2% de sacarose)
a pH 6 que a0 mesmo tempo era o0 mais similar aos melagos, correntemente
utilizados na indiistria de producdo de levedura para panificacdo. Nestas
condigdes, encontrimos valores superiores a 12g biomassa (peso seco). I'l |
mesmo mais elevados do que os encontrados para as estirpes comerciais. Tais
-valores foram obtidos para as estirpes de Torulaspora delbrueckii 1GC 5321 (DB
42B) e IGC 5323 (DB 62A) incluidas no grupo das estirpes que selecciondmos. No
.que respeita a taxa especifica de crescimento, os valores oscilaram entre 0,51 e
0,70 h-! nas estirpes avaliadas. Na sequéncia destes resultados seleccionaram-se
estirpes de S. cerevisiae € de T. delbrueckii para estudos de fermentacdo nas
massas. Os resultados mostraram que a capacidade fermentativa destas estirpes
oscilou entre 400 ¢ 500ml de CO, em trés horas de fermentagdo, por cada 100g
de massa, valores muito préximos dos obtidos para estirpes comerciais. Por
outro lado, verificdmos que a adigdo de cloreto de sédio a0 meio de crescimento
estimulava a capacidade fermentativa nas massas de algumas estirpes de S.
cerevisiae ¢ de T. delbrueckii. No entanto, para todas as estirpes estudadas,
constatimos que a biomassa sofria um decréscimo de 20 a 30%, indicando que

144



Discussédo geral

o meio Y.P.S. com 3% de NaCl nio é apropriado para efeitos de producio de
fermento.

Tendo em conta que o principal aglicar fermentdve! presente na farinha
¢ a maltose, avalidmos a relacio que poderia existir entre concentragles
crescentes de maltose no meio de crescimento das estirpes seleccionadas e a sua
respectiva capacidade fermentativa na massa Na maioria dos caso, a presenca
de maltose no meio de crescimento contribuiu para um aumento da capacidade
fermentativa da levedura na massa. No entanto, quando o meio s6 possuia
maltose (Y.P.M.), a capacidade fermentativa das leveduras nas massas diminuiu
consistentemente, passando para valores inferiores aos obtidos com o meio
Y.PS.

As actividades da a-glucosidase e da invertase sdo particularmente
relevantes nas leveduras de panificagdo (Rose e Vijayalakshmi, 1993). Nas estirpes
estudadas, em diferentes meios de crescimento, verificimos que a actividade da
a-glucosidase foi sempre mais elevada para as estitpes de Torulaspora
delbrueckii; aumentando com a concentragdo de maltose no meio, qualquer que
fosse a estirpe em causa. Verificou-se ainda que a presenga de cloreto de s6dio
no meio também estimulou a actividade da enzima. No que respeita 4 invertase,
pudemos verificar que, de um modo geral (conforme referiam Oda e Ouchi em
1989) a actividade desta enzima tendia a aumentar com a presenca de
concentraches crescentes de maltose no meio de crescimento, podendo
desenhar-se dois comportamentos distintos: um para as estirpes de T.
delbrueckii e S. cerevisiae de proveniéncia comercial, em que a actividade da
enzima aumentava com a concentragio crescente de maltose no meio de
crescimento € outro, para as estirpes de S. cerevisiae que isoldmos, em que s6
constatimos um aumento da actividade da enzima para valores de 0,1 € 0,5% de
maltose no meio.

Entre as propriedades inerentes as leveduras a serem utilizadas na
panificacdo industrial, hoje imprescindiveis, encontra-se a resisténcia ao
congelamento, ji4 que o mundo moderno requer pdo fresco a qualquer hora do
dia, o que implica a necessidade de, poupando tempo aos padeiros, poder
satisfazer os consumidores. Este aspecto fez com que a inddstria se debrugasse
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sobre as leveduras que, além de possuirem elevada capacidade fermentativa nas
massas, ndo perdessem de um modo significativo a sua capacidade de produgéo
de CO,, mesmo quando armazenadas a -20°C durante alguns dias ou semanas.
Por outro lado, sabe-se através de literatura recente que as massas sujeitas a
congelamento sem um periodo prévio de fermentacdo, parecem ndo apresentar
-paladar e caracteristicas organolépticas desejdveis pelo publico. H4 mesmo
alguns autores que defendem que a fermentagdo da massa antes do
congelamento desempenha um papel mais significativo na estabilidade da
massa, do que um qualquer outro factor individualmente (Oda ez al., 1986; Hino e
- al., 1987, Hahn ¢ Kawai, 1990a; Nakagawa e Ouchi, 1994). Era entdo necessirio conciliar
a capacidade fermentativa das leveduras nas massas durante periodos mais ou
menos longos de congelamento com tempos varidveis de pré-fermentacdo, ¢
nestas circunstincias avaliar a capacidade fermentativa das leveduras nessas
massas.
No entanto, os mecanismos de tolerdncia das leveduras ao
congelamento nio sdo ainda bem conhecidos, verificando-se que de um modo
“geral, as leveduras de panificado sdo susceptiveis a danos causados durante o
congelamento e armazenamento e ndo retém suficiente capacidade fermentativa
-ap6s este dltimo periodo (Hsu et al., 1979a, 1979b; Nakagawa e Ouchi, 1994).
Verific4mos que a capacidade fermentativa da maioria das estirpes de S.
cerevisiae que experimentdmos, diminuiu ao fim de quatro dias de
congelamento, enquanto a maior parte das estirpes de T. delbrueckii apresentou
elevada capacidade fermentativa, mesmo ap6s 30 dias de congelamento a
-20°C. Constatdmos ainda que quando as massas preparadas com as diferentes
estirpes de leveduras seleccionadas ficavam sujeitas a periodos diversos de
fermentagdo antes do congelamento, se podiam observar dois comportamentos
distintos: as estirpes de T. delbrueckii IGC 5321 (DB 42B) e IGC 5323 (DB 62A) ndo
apresentavam variagdes significativas da sua capacidade fermentativa, mesmo
ap6s 2,5 horas de pré-fermentacdo e quatro dias de congelamento; nas mesmas
condigdes, as estirpes de S. cerevisiae diminuiam a sua producao de COp nas
massas 2 medida que o periodo de pré-fermentagdo aumenta.
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Segundo alguns autores, 0 grande problema a contornar no processo de
congelamento das massas é o de saber como manter a viabilidade das células e a
capacidade fermentativa das leveduras congeladas, estando os esforgos da
investigacdo a serem dirigidos para a compreensio da manutengdo da
estabilidade das leveduras durante o periodo de congelamento (Hino er al., 1987).
Autores hd que referem que o congelamento lento parece, de um modo geral,
permitir 3s células uma adaptagdo ao ambiente frio, transferindo 4gua
intracelular para o gelo existente no meio externo; por outro lado, o
congelamento rdpido provoca o congelamento intracelular, porque a
" temperatura se altera muito mais rapidamente do que a dgua permeia as
membranas celulares: os pequenos cristais de gelo, formados durante o
congelamento intracelular, tendem a recristalizar em cristais ainda maiores
durante o periodo de aquecimento, tornando-se entdo letais para as células (Hsu
er al., 1979). Por outro lado, muitos investigadores acreditam que a
pré-fermentacdo é nefasta 2 viabilidade das leveduras (Sugihara er al., 1971; Hsu er
al, 1979; Hahn ¢ Kawsi, 1990b). Outros autores concluem que a propriedade
essencial de uma levedura capaz de ser usada em massas congeladas € uma
elevada capacidade fermentativa, compardvel 3 das leveduras de panificagéo,
mesmo nas massas congeladas que tenham sido fermentadas durante um
periodo adequado antes do congelamento (Oda et al., 1986).

Apesar de nas massas acabadas de preparar se ter obtido um nimero de
células vidveis da mesma ordem de grandeza, independentemente da estirpe de
levedura em causa (10° a 10 UFC / g de massa), detectimos, de um modo
geral, uma nitida diminui¢do da taxa de sobrevivéncia apGs quatro dias de
congelamento; no entanto, para periodos mais longos de armazenamento, 08
valorés encontrados para cada estirpe mantiveram-se praticamente inalterados,
apontando que a duragdo do periodo de congelamento néio era determinante na
viabilidade celular. Verificimos também que a pré-fermentagio reduziu a
viabilidade das células de levedura, fungdo da estirpe em causa. De um modo
genérico, as estirpes de T. delbrueckii e algumas de S. cerevisiae baixaram a
taxa de sobrevivéncia & medida que o tempo de pré-fermentacdo aumentou; a
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‘maioria das estirpes de S. cerevisiae manteve uma taxa de sobrevivéncia
‘elevada mesmo ap6s 2,5 horas de pré-fermentagio.

Detectados alguns dos muitos problemas relacionados com o
congelamento das massas e com os periodos de pré-fermentacao, indagdmo-nos
sobre as causas subjacentes a tais processos, que permitiam que um conjunto de
leveduras se apresentasse resistente ao congelamento € mesmo a perfodos
varidveis de pré-fermentagio, enquanto outro fosse extremamente sensivel ao
congelamento e/ou a um periodo de fermentagdo prévia. Em S. cerevisiae a
acumulacio de um dissacarideo nio redutor, isémero da maltose, a trealose,
apresentava uma correlagdo positiva com a tolerdncia 3 tensdo térmica,
sugerindo que a trealose pudesse ser um agente protector gue contribuia para a
tolerdncia ao congelamento (De Virgilio er al, 1994). Para a preservacdo da
viabilidade das leveduras nas massas congeladas, um conteiido intracelular de
trealose elevado é considerado crucial (Van Dijck et al., 1995).

Determinada a concentracdio intracelular de trealose nas estirpes que
selecciondmos, os valores encontrados situaram-se entre 5 e 29% (p/p), sendo
que os mais elevados correspondiam 3 estirpe comercial de S. cerevisiae 1GC
5325 (F 46) e as estirpes de T. delbrueckii IGC 5321 (DB 42B) € IGC 5323 (DB 62A).

Em resumo, os resultados obtidos mostraram que a maior parte das
estirpes isoladas de iscos tradicionais apresentavam elevada capacidade
fermentativa em massas desprovidas de aglicar, enquanto, nas mesmas
condigdes, as estirpes de colecgdo IGC 4072 e IGC 4478 demonstraram baixa
producio de COj;, quando comparadas com as estirpes de panificagdo
comercial. Verificdmos ainda que duas estirpes de T. delbrueckii 1GC 5321 (DB
42B) e IGC 5323 (DB 62A) mantinham elevada capacidade de produgio de CO; em
‘todas as condigbes experimentadas, mostrando ao mesmo tempo elevada
concentragio de trealose intracelular e proteina, apresentando
concomitantemente a maior tolerdncia ao congelamento.
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1.3. CONSIDERACOES FINAIS

Como reflexio final, consideramos que os resultados obtidos, no seu
conjunto, para além da sua importincia sob o ponto de vista fundamental,
apontam claramente para aplicacdes importantes na inddstria da panificaco.

No que respeita 3 vertente mais fundamental, € nossa convicgdo que
muitos aspectos ficaram por esclarecer e constituirdo, naturalmente, objecto de
estudos futuros. Entre outros, realcamos:

a. a ecologia microbiana dos iscos, que vai desde o estudo da flora
bacteriana presente s interacgdes bactérias/bactérias e bactérias/leveduras;

b. resposta das leveduras seleccionadas a presenca de 4cidos fracos de
cadeia curta, habitualmente utilizados como agentes fungistaticos nas farinhas;

¢. elucidagio dos mecanismos subjacentes 3 resisténcia das leveduras
seleccionadas ao congelamento.

Numa perspectiva mais aplicada, e de acordo com os nossos resultados,
as estirpes de Torulaspora delbrueckii 1GC 5321 (DB 42B) € IGC 5323 (DB 62A)
revelam-se particularmente interessantes sob o ponto de vista de panificagéo.
Nio foi possivel, no dmbito desta tese, explorar as potencialidades destas
estirpes em testes de panificagdo 2 escala industrial, o que constitui um campo
em aberto para trabalhos futuros. Podemos no entanto adiantar que “Ensaios de
Panificagio” realizados no nosso laboratério foram, de acordo com os
“provadores de laboratorio!”, coroados de éxito. E, assim, nossa convic¢do que
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tais estirpes de T. delbrueckii poderdo vir a constituir uma boa alternativa, ao
lado de S. cerevisiae, no fabrico do pao.
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Neste apéndice encontra-se a composi¢do de todos os meios
utilizados ao longo deste trabalho ¢ de métodos seguidos, sendo a sua
discriminag¢do feita conforme a designagao referida no texto.

I- MEIO DE CULTURA UTILIZADO PARA O ISOLAMENTO DAS LEVEDURAS

MEIO Y.M.A.

Composigao:

Glucose [BDH] 1% (p/v).

Peptona [Difco] 0,5% (p/v).

Extracto de levedura [Difco] 0,3% (p/v).
Extracto de malte [Difco] 0,3% (p/v).
Agar [Difco] 2% (p/v).

Agua desionizada q.b..

= O pH do meio foi corrigido para 3,5 com 4cido cloridrico IN e
posteriormente foi suplementado com cloranfenicol [Merck] 500 mg/l com

o objectivo de inibir o crescimento de bactérias.

=~ O meio, previamente liquefeito, foi esterilizado em autoclave
durante 20 minutos a 120°C e a 1 atm.. Posteriormente foi vertido em placas
de Petri estéreis e deixado a solidificar.
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Ii- MEIO DE CULTURA UTILIZADO NA CONTAGEM DE COLONIAS DE
LEVEDURAS (UFC)

MEDODO DE CONTAGEM EM PLACA:
MEIO Y.P.G.

composi¢ao:

- Glucose [BDH] 2% (p/v).
Bacto-peptona [Difco] 1% (p/v).
Extracto de levedura [Difco] 0,5% (p/v).
Agar [Difco] 2% (p/v).

Agua desionizada q.b..

= Apds liquefagdo, procedeu-se 2 esterilizagdo em autoclave do meio

(20 minutos a 120°C e a latm. de pressdo).

- No final o meio foi vertido em placas de Petri estéreis, esperando-

se que solidificasse.

procedimento:

- Colocar 1,0g de isco em 20ml de 4gua peptonada 0,1% (p/v)
estéril.

- Agitar vigorosamente.

= Proceder a diluicdes sucessivas da suspensiio obtida, até se obterem
entre 30 ¢ 300 UFC por cada 0,iml de suspensdo espathados em cada placa
deY.PG..

= Incubar durante 48 horas a 28°C.
= Contar o nimero de UFC em cada placa.
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III- MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS NA MANUTENGCAO DAS LEVEDURAS

1-MEIOY.P.G.

composi¢ao:

A mesma descrita para 0 meio designado pela mesma sigla.

= Luiquefez-se 0 meio e verteu-se em tubos de ensaio (+ Sml/tubo).
= Os tubos de ensaio esterilizaram-se (20 minutos a 120°C e a latm.
de pressio em autoclave); posteriormente foram deixados inclinados, a

solidificar.

2- MEIO LIQUIDO
composi¢ao:

Glicerol [Difco} 30% (p/v).
Agua estéril g.b..

= Volumes de cerca de 1,5ml foram distribuidos assepticamente por
criotubos de 2ml também estéreis e guardados a -70°C.
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IV- MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS NA IDENTIFICACAO DAS
LEVEDURAS

UTILIZACAO DE ALGUMAS FONTES DE CARBONO EM ANAEROBIOSE: FERMENTACAO

1- MEIOS DE FERMENTACAO
a. composi¢ao do meio base:

Extracto de levedura [Difco] 0,45% (p/v).
Bacto-peptona [Difco} 0,75% (p/v).
Agua desionizada q.b..

- Procedeu-se entdo ao aquecimento da suspensdo (evitando a
fervura), 2 qual se adicionou uma pequena quantidade de azul de
bromotimol [Merck], até se obter uma cor ligeiramente esverdeada.

= Apés filtragdo desta solugdo por um funil de algodio hidrofilo,
porgdes de 4 ml deste meio foram distribuidos por tubos de ensaio onde
previamente se tinham introduzido tubos de Durham invertidos, ¢ vedados
com tampa metélica.

- Os tubos assim preparados, foram autoclavados (20 minutos a
120°C e a latm. de pressdo).

b. composi¢do de cada uma das solugdes das fontes de carbono:

D-glucose [BDH] 6% (p/v).
D-galactose [Sigma] 6% (p/v).
Maltose [Merck] 6% (p/v).
Sacarose [Merck] 6% (p/v).
a-a-trealose [Sigma] 6% (p/v).
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Melibiose [Merck] 6% (p/v).
Lactose [Merck] 6% (p/v).
Celobiose [Merck] 6% (p/v).
Melezitose [Sigma] 6% (p/v).
Rafinose [Merck] 6% (p/v).
Inulina [Merck] 6% (p/v).
Agua desionizada q.b..

- Estas solu¢des foram entdo filtradas através de filtros estéreis
- descartdveis Schleicher & Schuell de poro 0,22 um.

¢. composicao final do meio de fermentagio:

O meio considerou-se completo quando, a cada tubo de ensaio
preparado conforme (a.) se adicionaram, em condi¢de estéreis, 2ml da
respectiva solu¢do da fonte de carbono (b.).

UTILIZACAO DE COMPOSTOS ORGANICOS COMO UNICA FONTE DE CARBONO E
ENERGIA

2- MEIOS DE ASSIMILACAO

a. composi¢ao do meio base:

Yeast Nitrogen Base (Y.N.B.) [Difco] 6,7% (p/v).
Agua desionizada q.b..

b. composi¢do de cada uma das solugdes das fontes de carbono:
D-glucose [BDH] 5% (p/v).
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D-galactose [Sigma] 5% (p/v).
L-sorbose [Sigma] 5% (p/v).
L-ramnose [Merck] 5% (p/v).
D-xilose [Merck] 5% (p/v).
D-ribose {Merck] 5% (p/v).
D-arabinose [Merck] 5% (p/v).
L-arabinose [Merck] 5% (p/v).

Sacarose [Merck] 5% (p/v).

- Maltose [Merck] 5% (p/v).
a-a-trealose [Sigmal 5% (p/v).
Celobiose [Merck] 5% (p/v).
Melibiose [Merck] 5% (p/v).
Lactose [Merck] 5% (p/v).

Rafinose [Merck] 10% (p/v).
Melezitose [Sigma) 5% (p/v).

Amido [BDH] 5% (p/v).
Inulina [Merck] 5% (p/v).

o-metil-D-glucosideo [Sigma] 5% (p/v).
Salicina [Sigma] 5% (p/v).
Arbutina [Flukal 5% (p/v).

Metanol [Merck] 4% (p/v).
Etanol [Merck] 4% (@/v).
Glicerol [Sigma] 5% (p/v).
Eritritol [Merck] 5% (p/v).
Adonitol [Merck] 5% (p/v).
Galactitol [Sigma] 5% (p/v).
D-manitol [Merck] 5% (p/v).
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D-sorbitol {Merck] 5% (p/v).
Inositol [Merck] 5% (p/v).
Xilitol [Merck] 5% (p/v).

Acido lactico [BDH] 5% (p/v).
Acido succinico [Merck] 5% (p/v).
Acido citrico {Merck] 5% (p/v).
Acido tartdrico [Merck] 5% (p/v).
Acido mélico [Sigma} 5% (p/v).

D-glucoronato [Sigma] 5% (p/v).
D-gluconato [Sigma] 5% (p/v).
D-glucono 1,5-lactona [Sigma) 5% (p/v).

Y.N.B. q.b..

= 0,5ml destas solugdes previamente filtradas em condigdes
assépticas (filtros estéreis descartiveis Schleicher & Schuell de poro
0,22um), foram adicionadas, nas mesmas condi¢des, a tubos de ensaio com
4.5ml de 4gua, j4 esterilizados em autoclave (20 minutos a 120°C e a latm.

de pressdo).

UTILIZAGAO DE COMPOSTOS ORGANICOS COMO UNICA FONTE DE NITROGENIO
a. composicao do meio base:

Yeast Carbon Base (Y.C.B.) [Difco] 11,7% (p/v).

Agua desionizada q.b..

b. composi¢ao da solugdo das fontes de nitrogénio:

Nitrato de potdssio [Merck] 0,78% (p/v).
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Glucosamina [Fluka] 5% (p/v).
L-lisina [Sigma] 0,56% (p/v).
Nitrito [Merck] 0,26% (p/v).
Etilamina [Sigma] 0,64% (p/v).
Cadaverina [Sigma] 0,68% (p/v).
Creatina [Merck] 0,60% (ph).
Creatinina [Merck] 0,60% (p/v).

Y.C.B. g.b..

- A tubos de ensaio com 4,5ml de 4gua, ji esterilizados em
autoclave (20 minutos a 120°C e a latm. de pressdo) foram adicionados
0,5ml destas solugdes previamente filtradas (filtros estéreis descartdveis
Schleicher & Schuell de poro 0,22um) em condigdes assépticas.

3- MEIO DE CRESCIMENTO SEM VITAMINAS: MEIO MINERAL BASE
SEM VITAMINAS

CcOmposi¢do :

a. (NH3)SO4 [Merck] 0,5% (p/v)
KHoPO4 [Merck] 0,5% (p/v)
MgS04.7H20 [Merck] 0,05% (p/v)
CaClp.2H70 [Merck] 0,0132% (p/v) )

b. Glucose [BDH] 2% (p/v)
Agua desionizada q.b..

¢. solu¢do aquosa de oligoelementos A:

(H3BO4 [Merck] 0,1% (p/v)
KI [Merck] 0,02% (p/v)
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NapMo004.2H20 [M&B] 0,04% (p/v))
d. solugdo de oligoelementos B:
(CuS04.5H20 [M&B] 0,008% (p/v)
FeCl3.6H20 [Merck] 0,04% (p/v)
MnSO4.H20 [Merck] 0,0723% (p/v)
ZnS04.7H20 [Merck] 0,08% (p/v)).

- Ap6s pesagem das respectivas quantidades dos compostos
constituintes dos oligoelementos B, procedeu-se previamente a sua
- dissolugdo em 0,1ml de HC1 [Merck] IM e s6 depois em 4dgua desionizada.

- A esteriliza¢do dos oligoelementos (A e B) foi feita por filtragdo
(filtros estéreis descartdveis Schleicher & Schuell de poro 0,22 um).

= O meio sem vitaminas ficou pronto quando para cada litro de meio
mineral base com glucose, se adicionaram 0,5ml da solugdo de
oligoelementos A e 0,5mi da solugdo de oligoelementos B, de modo a obter-
se concentra¢Ges finais de 0,05% (v/v).

4- MEIO PARA OBSERVACAO DA MORFOLOGIA DAS CELULAS DE
LEVEDURA EM MEIO LIQUIDO

composicdo:

Glucose [Merck] 2% (p/v).
Extracto de levedura [Difco] 0,5% (p/v).
Peptona [Difco] 1% (p/v).
Agua desionizada gq.b..

= Para obervar a morfologia em meio liquido,0 meio, devidamente
esterilizado, foi distribuido em condi¢des de assepsia, por tubos de ensaio
estéreis (+ 6mi/tubo) e o crescimento avaliado até um méiximo de cinco dias.
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5. MEIO PARA A DETERMINACAO DA CAPACIDADE DE CRESCIMENTO
A DIFERENTES TEMPERATURAS

composi¢ao:
A mesma descrita para 0 meio 4-.

- O meio foi também entubado, e colocado em banho
termostatizado, is seguintes temperaturas: 30°C, 35°C, 37°C e 42°C. O

. crescimento foi acompanhado durante uma semana.

6- MEIO PARA A VERIFICACAO DA TOLERANCIA OSMOTICA AO
CLORETO DE SoDIO

oomposig:éo:
Solucio de Y.N.B. [Difco] 6,7% (p/v).

NaCl [Merck] 10 %, (p/v).
Agua desionizada g.b..

- A solucgio de Y.N.B. foi de imediato esterilizada, usando filtros
estéreis descartdveis Schleicher & Schuell de poro 0,22um.

- Foram distribuidos 4,5 m! da solugdo salina por tubos de ensaio
que posteriormente foram autoclavados (20 minutos a 120°C e a latm. de

pressdo).

- Quando frios, adicionou-se a cada um , em condi¢cOes assépticas,
0,5ml da solugdo de Y.N.B..
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7- MEIO PARA VERIFICACAO DA TOLERANCIA OSMOTICA A 50% (viv)
DE GLUCOSE

composicdo:
Glucose [Merck] 50% (v/v).
Extracto de levedura [Difco] 1% (p/v).

Agar [Difco] 2% (plv).
Agua desionizada q.b..

= Levou-se a solugdo 4 ebuligdo.
- Distribuiram-se cerca de Sml por tubos de ensaio.

= Os tubos de ensaio foram entdo esterilizados em autoclave (20
minutos a 120°C e a latm. de pressio) e posteriormente deixados a

solidificar inclinados.

8- MEIO PARA VERIFICACAO DA HIDROLISE DA ARBUTINA

composico:

Arbutina [Fluka] 0,5% (p/v).

Extrato de levedura [Difco] 0,1% (p/v).
Agar [Difco] 2% (p/v).

Agua da tomneira q.b..

- Ap6és solubilizagio do agar, repartiu-se 0 meio na razdo de 5 - 7ml
por tubo de ensaio e esterilizou-se durante 15 min, a 120°C e 2 pressdo de
latm..

= De imediato incorporou-se a cada tubo 3 gotas de uma solugdo
aquosa de citrato férrico amoniacal [Merck] a 1% (p/v).
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- Todos os constituintes foram bem misturados a quente, deixando-

se os tubos inclinados a solidificar.

9- MEIO PARA VERIFICACAO DA UTILIZACAO DA UREIA
("Christensen’s urea agar”)

COMmposi¢ao:

* Bacto-peptona [Difco] 1,0g.
Glucose [Merck] 1,0g.

NaCl [Merck] 5,0g.

KHoPO4 [Merck] 2,0g.

Vermelho de fenol [Merck] 0,012g.
Agar [Difco] 20g.

900ml de 4gua desionizada.

- Este meio foi distribuido por tubos de ensaio (4,5ml/tubo) e
esterilizado em autoclave (20 minutos a 120°C e a latm. de pressdo).

- Em paralelo preparou-se uma solugdo aquosa de ureia a 20% (p/v)
[Merck], que se esterilizou por filtragio.

- Ainda com a primeira solugdo quente, adicionaram-se 0,5ml da
solugdo de ureia a cada tubo, que apds agitagdo se deixaram inclinados a

solidificar.
10- MEIO PARA VERIFICACAO DA SENSIBILIDADE A CICLOHEXIMIDA

COmposi¢ao:

Y.N.B. [Difco] 6,7% (p/v).
Glucose [Merck] 10%.
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Cicloheximida [Merck] 100 e/ou 1000 ppm, previamente dissolvida em
‘ 2,5ml de acetona [Merck].
Agua desionizada q.b.. '

= A solugdo foi esterilizada por filtragdo (filtros estéreis descartaveis
Schleicher & Schuell de poro 0,22um).

- No final, adicionaram-se 0,5ml desta solugdo a tubos de ensaio
contendo 4,5ml de dgua estéril (esterilizagdo em autoclave — 20 minutos a
120°C e a latm. de pressdo).

1 1- MEIOS PROPICIOS A ESPORULACAO
11.1-MEIODE ACETATO DE SODIO

composi¢ao:

Acetato de s6dio anidro [Merck] 0,4% (p/v).
Agar {Difco] 1,5% (p/v).
Agua desionizada q.b..

= O meio foi previamente cozido em banho-maria, posteriormente
entubado (+ 5ml/tubo) em seguida esterilizado (20 minutos a 120°C ¢ a
latm de pressio) e finalmente inclinado até que solidificar.

11.2-MEIO DE ACETATO DE POTASSIO

composi¢ao:

Acetato de potassio [Merck] 1% (p/v).
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Glucose [Merck] 0,1% (p/v).

Extracto de levedura [Difco] 0,25% (p/v).
Agar [Difco] 1,5% (p/v).

Agua desionizada g.b..

- O procedimento foi o descrito para (11.1).

11.3- MEIO DEGORODKOWA (modificado Lodder, DELFT)

CcOmposicao:

Glucose [Merck] 0,1% (p/v).
Bacto-peptona [Difco] 1% (p/v).
NaCl [Merck] 0,5% (p/v).

Agar [Difco] 3% (p/v).

Agua desionizada q.b..

- O procedimento foi o descrito para os meios 17.1¢e11.2.

V- MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS NA DETECCAO DE PROPRIEDADES
"KILLER" NAS LEVEDURAS (Sampaio, 1991)

1- MEIOY.M.A.

Conposi¢ao:

= O meio foi esterilizado e autoclavado (20 minutos a 120°C ¢ a
latm. de pressio) e vertido em placas estéreis, que em seguida foram
deixadas a solidificar.
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2- MEIO Y.M.A. DUAS VEZES CONCENTRADO

conposi¢io:

- A composicdo foi idéntica ao meio referido em 7-, mas a
concentragdo dos seus constituintes foi dupla da do primeiro.

3- TAMPAO CITRATO DE SO6DIO

composi¢o:

Tampdo citrato de s6dio [Merck] 0,2M, pH4, duplamente concentrado.
= O valor de pH foi corrigido com NaOH 10M.

4- SOLUCAO AQUOSA DE AZUL DE METILENO

COmMposicao:

Azul de metileno [Merck] 2% (p/v).
Agua desionizada q. b..
- Esta solugdo foi adicionada ao meio 3., de modo a obter-se uma

concentragdo final de 0,1% (v/v).

- Os meios 2- e 3- foram autoclavados (20 minutos a 120°C e a
latm. de pressdo) separadamente, de imediato misturados em condigdes
assépticas e o meio resultante vertido em placas estéreis que se deixaram

solidificar.
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vI- MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS NA SELECCAO DE ESTIRPES DE
LEVEDURAS DE POTENCIAL INTERESSE EM PANIFICACAO

1- MEIO MINERAL BASE COM GLUCOSE (Van Uden, 1967)
COMPpOSicao :

a. (NHg)SO4 [Merck] 0,5% (p/v)
KH2PO4 [Merck] 0,5% (p/v)
MgS04.7H20 [Merck] 0,05% (p/v)

" CaClp.2H20 [Merck] 0,0132% (p/v) )

b. Glucose [BDH] 2% (p/v)
Agua desionizada g.b..

¢. solucdo aquosa de oligoelementos A:
(H3BO4 [Merck] 0,1% (p/v)

KI [Merck] 0,02% (p/v)
NarMo004.2H20 [M&B] 0,04% (p/v))

d. solucdo de oligoelementos B:
(CuS04.5H20 [M&B] 0,008% (p/v)
FeCl3.6H20 [Merck] 0,04% (p/v)
MnSO4.H20 [Merck] 0,0723% (p/v)
ZnS04.7H20 [Merck] 0,08% (p/v)).

e. solugdo aquosa de vitaminas:

Biotina [BDH] 0,001% (p/v).

Pantotenato de cilcio [Merck] 0,08% (p/v).
Mio-inositol [BDH] 4% (p/v).

Niacina [Merck] 0,16% (p/v).

Hidrocloreto de piridoxina [BDH] 0,16% (p/v).
Hidrocloreto de tiamina [Sigma] 0,16% (p/v).
Agua desionizada g.b..
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- Este meio, possuindo vitaminas (0,5ml/l) que n3o estavam
presentes no meio 3- (meio de crescimento sem vitaminas), foi acertado para
pH4 ¢ pH6 e o crescimento decorreu a 28°C e a 30°C.

2- MEIO MINERAL BASE COM SACAROSE

composi¢ao:

- A composi¢do ¢ idéntica ao meio descrito anteriormente (1-),
tendo sido alterada unicamente a fonte de carbono: sacarose [Merck] 2%
p/v.

- As condig¢des de utilizagdo foram as mesmas acima referidas.

3- MEIO DE MELACO DE CANA (I)
COmposi¢ao:

Agucar de cana [Golden Syrup; melago de cana da Ilha da Madeira; a
Colmeia do Minho Lda-] 3% (p/v).

Ureia [Merck] 0,193% (p/v).

KH7PO4 [Merck] 0,046% (p/v).

Agua desionizada q.b..

- Este meio foi utilizado quer a pH4 quer a pH6 e as temperaturas de
28 e 30°C.

4- MEIO DE MELACO DE CANA (II)

composi¢ao:

Agucar de cana [Golden Syrup; melago de cana da Itha da Madeira; a
Colmeia do Minho 1.d2.] 2% (p/v).
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Ureia [Merck] 0,05% (p/v).
KHoPO4 [Merck] 0,01% (p/v).
Agua desionizada q.b..

= Este meio foi igualmente utilizado a pH4 e a pH6 e s temperaturas
de 28°C e 30°C.

5- MEIOY.P.D.

composi¢do:

Extracto de levedura [Difco] 1% (p/v).
Bacto-peptona [Difco] 2% (p/v).
Glucose [Merck] 2% (p/v).

Agua desionizada g.b..

- Este meio foi utilizado a valores de pH4 ou de pH6 ¢ &s
temperaturas de 28°C e 30°C ou quando necessdrio na presenca de NaCl
[Merck] 3% (p/v).

6- MEIOY.P.S.

composi¢ao:

Extracto de levedura [Difco] 2% (p/v).
Bacto-peptona [Difco] 4% (p/v).
Sacarose [Merck] 2% (p/v).

KH7PO4 [Merck] 0,2% (p/v).
MgS04.7H20 [Merck] 0,1% (p/v).
Agua desionizada g.b..
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= Este meio foi utilizado a 28°C e a 30°C, na auséncia ou na
presenca de NaCl [Merck] 3% (p/v), a pH4 ou pHS6.

VII- MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS NO CRESCIMENTO DE ESTIRPES DE
LEVEDURA COM POTENCIAL INTERESSE EM PANIFICACAO

- 1- MEIOY.P.S., pH 6.
2- MEIOY.P.S.em qu se substituiu 0,1% de sacarose por 0, 1% de maltose.
3- MEIOY.P.S.em qu se substituiu 0,5% de sacarose por 0,5% de maltose.

4-MEIOY.P.M. (Y.P.S. em qu se substituiu 2,0% de sacarose por 2,0% de
maltose).

VHI- METODO UTILIZADO NO FABRICO DAS MASSA

composi¢ao da massa:

250g de farinba de trigo possuindo 20 ppm de 4cido asc6rbico e 130 ppm
de enzimas amiloliticas e flingicas.

5g de NaCl [Merck].

7,5g do sedimento de levedura previamente obtido a partir de uma cultura
crescida durante 24 horas (D.O. final [3,5 - 5,5]).

130 mi de 4gua da torneira (de acordo com a humidade da farinha).

procedimento:

= Dissolver num "goblet" a levedura na dgua.
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- Adicionar esta suspensdo & farinha.
= Amassar manualmente durante um minuto.

- Juntar em seguida o sal € continuar a amassar-se do mesmo modo,
até perfazer oito minutos.

= Pesar 315g da massa resultante.

- Colocar de imediato a respectiva massa na cuba do

reofermentOmetro.

= Aguardar de 5 minutos de modo a homogeneizar a temperatura no
interior da cuba de fermentacio (27-28°C).

- Tornar a cuba estanque.
= Ligar o botdo de activagdo dos ciclos.

= Deixar decorrer o processo durante 3 horas € 3min

IX- METODO DE QUANTIFICACAO DAS UNIDADES FORMADORAS DE
COLONIAS (UFC) NAS MASSAS, QUER ANTES QUER APOS O SEU
CONGELAMENTO

1- MEDODO DE CONTAGEM EM PLACA

procedimento:

= Colocar 0,5g de massa (acabada de preparar ou ap6s o degelo) em
10mi de 4gua peptonada 0,1% (p/v) estéril.

- Agitar vigorosamente.
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= Proceder a dilui¢es sucessivas da suspens3o obtida, até se obterem
entre 30 e 300 CFU por cada 0,1ml de suspensdo espalhados em
placas de Y.P.G..

= Incubar durante 48 horas a 28°C.

- Contar o nimero de UFC em cada placa.

X- METODO DE PREPARACAO DE AMOSTRAS PARA MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE VARRIMENTO (M.E.V.)

= Preparar os porta-amostras metdlicos apropriados a MLE.V.
("stubs") com fita auto-adesiva dupla, de modo a cobri-los em toda a

sua extensio.

= Colocar nos porta-amostras pequenas porgdes de massa sem
fermentacdo prévia ou ap6s 3 horas de fermenta¢do e congeld-las a
-70°C, durante 24 horas.

= Liofilizar logo de seguida as amostras durante 24 horas.
- Transferir as amostras montadas para um excicador.

- Proceder & metalizacdo, imediatamente antes da observacdo, com
uma camada de de ouro com cerca de 200 A de espessura.
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XI- METODO DE PREPARACAO DE CELULAS PARA DETERMINACAO DO
CONTEUDO INTRACELULAR EM TREALOSE

= Colher por centrifugagio,a temperatura ambiente, durante trés
minutos (12000 rpm — 1400 g) células em fase estaciondria,
crescidas a 30°C durante 24 horas.

- Ressuspender as células em igual volume de dgua desionizada fria

e lavé-las.
= Repetir esta ultima etapa duas vezes.
- Extrair a trealose com com 4cido tricloroacético [Merck} 5% (p/v).

- Deixar as células em repouso durante 45 min, com agitacio

ocasional.

- Centrifugar as células a 3000 rpm (400 g) durante 10 minutos;

repetir o processo duas vezes.
= Guardar os sobrenadantes resultantes destas extracgoes.

- Determinar a concentragdo de trealose por HPLC.

XII- METODOS UTILIZADOS NA DETERMINACAO DA ACTIVIDADE
ENZIMATICA DA INVERTASE E DA O.-GLUCOSIDASE

Foram obtidos sedimentos celulares de células crescidas em diversos
meios: (VII-1;2;3;4) e Y.P.S. + NaCl 3% (p/v), durante 24 horas a 30°C ¢
a 160 rpm.
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procedimento para obtengdo dos extractos celulares:

= A cada sedimento correspondente a 2ml de suspensdo celular,
adicionaram-se 2ml de tampio imidazol [Sigma] 20 mM, pH7 e
1,5g de esferas de vidro de didmetro compreendido entre 425 e 600

um [Sigmaj.

= O conjunto foi fortemente agitado num "vortex" durante um

minuto, seguindo-se¢ um minuto de repouso em gelo
- Este procedimento foi repetido 20 vezes.

- De imediato, o extracto foi sujeito a uma centrifugagdo de 25 min
a 14000 rpm (1700 g) e a 4°C, de modo a separar-se quer das
esferas de vidro quer dos restos celulares.

determinagdo da actividade da invertase:

= Colocaram-se num banho termostatizado a 30°C dois "erlenmeyer”
contendo cada um 8ml de sacarose [Sigma} 10% (p/v) em tampio
imidazol [Sigma] 0,1M, pH7.

= Decorridos cerca de cinco minutos, de modo a homogeneizar a
temperatura, adicionou-se a um deles 0,08ml de extracto celular (a
que correspondeu o inicio da reacgdo), enquanto o outro serviu de

controlo.

= A partir do tempo zero ¢ minuto a minuto, até um maximo de
cinco, foram retiradas amostras de 0,5ml que se adicionaram a 0,5ml
de 4cido dinitrossalicilico (DNS) [Merck] préviamente colocado em
tubos de ensaio. Preparou-se ainda um branco onde se adicionou a

0,5ml de DNS e 0,5ml da mistura reaccional.
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- Estes tubos, devidamente vedados, de modo a evitar a evaporagio,
foram colocados num banho de 4gua fervente durante cinco minutos

e seguidamente em gelo.

- Adicinou-se entdo a cada tubo 10ml de dgua ultra-pura fria,
agitou-se e leu-se a densidade éptica (D.O.) a 540 nm (Perkin-Elmer
UV/VIS, munido de controlo de temperatura e ligado a uma

impressora Epson II) contra o branco jé preparado.

= Previamente tinham sido preparados padrées nas mesmas
condictes das amostras, a partir de solugdes aquosas de sacarose
[Sigma] com as seguintes concentra¢des: 0,0g/ml; 0,2g/ml; 0,4g/ml;
0,6g/ml; 0,8g/ml e 1,0g/ml. A partir dos resultados obtidos foi feita
uma curva de calibracdo da glucose em equivalentes de agtcar
redutor pelo método do DNS.

determinacio da actividade da maltase:
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- Num banho de temperatura controlada a 30°C colocaram-se dois
"erlenmeyer" contendo cada um 7ml de uma mistura reaccional
constituida por uma solugiio de p-nitrofenil a-D-glucopiranosideo
(PNPG) [Sigma] 10mM em tampdo imidazol {Sigma] 20mM, pH7.

- Ap6s cinco minutos iniciou-se a reacgao, adicionando-se a um
deles 0,5ml de extracto celular; o outro "erlenmeyer” serviu de

controlo.

- A partir do tempo zero e minuto a minuto até um miximo de
cinco minutos, foram retiradas amostras de 1ml que se adicionaram a
1ml de NapCO3 [Merck] 1M préviamente colocado em tubos de

ensaio.
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= Preparou-se ainda um branco onde se adicionou a 1ml de NapCO3

iM, 1ml da mistura reaccional.

= A cada um destes tubos de ensaio adicionaram-se¢ 10ml de 4gua
ultra-pura e foi lida a DO a 400nm (Perkin-Elmer UV/VIS, munido
de controlo de temperatura) contra o branco previamente preparado.

- Anteriormente foram preparados padrdes nas mesmas condicdes
das amostras, utilizando concentragdes de p-nitrofenol [Sigma] que
variaram de 0,00mM a 1,00mM. Com os resultados obtidos foi
elaborada uma curva de calibragdo do p-nitrofenol.

XIII- METODO UTILIZADO NO DOSEAMENTO DA PROTEINA NOS
EXTRACTOS CELULARES

1 - Determinagdo da concentracdo da proteina do extracto celular:

Preparagdo do reagente de Lowry modificado (Peterson. 1977):
= Adicionou-se lentamente e com agitagdo, uma solugdo de
carbonato de sddio [Merck] 20% (p/v) a uma solucdo de de sulfato
de cobre e tartarato de s6dio e potissio [Merck] (CTC), de modo a
obter as concentragdes finais de 0,1% (p/v) de sulfato de cobre
penta-hidratado (CuSQ4 5H;0), 0,2% (p/v) de tartarato de potassio e
10% (p/v) de carbonato de sédio.
- Preparou-se uma solugdo de dodecil-sulfato de sédio (SDS) 10%
(p/v) [Merck].

= Previamente também se preparou uma solu¢do de hidréxido de
s6dio (NaOH) 0,8N [Merck].
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- O reagente de Lowry modificado foi considerado pronto quando
se adicionaram volumes iguais das solugdes acima referidas (CTC,
SDS, NaOH) e 4gua desionizada. Segundo Peterson (1977) esta
solucio mantém-se estdvel 3 temperatura ambiente.

- O reagente de Folin & Ciocalteu € a solu¢do padrio de proteina
400pl/ml obtida a partir de albumina de soro bovino foram
fornecidos pela Sigma (cat. n? F 9252) ¢ (cat. n® P 7656).

- Obtido o extracto celular a concentragdo da proteina foi
determinada pelo método colorimétrico de Lowry (Lowry et al., 1951)
usando albumina de soro bovino (BSA) [Sigma] como padrio, em
concentragdes que variaram de Oug/ml até 123ug/ml.

- As solu¢des padrido foram preparadas perfazendo um volume final
dé 1ml a partir de cada uma das solugdes padrio de proteina
previamente preparadas. A cada solugdo das amostras adicionou-se
1ml de reagente de Lowry, seguidamente agitou-se no "vortex” e
deixaram-se os respectivos tubos a incubar & temperatura ambiente
durante 20 minutos. Apés este periodo adicionou-se a cada tubo
0,5ml de reagente de Folin & Ciocalteu, agitando-se imediatamente.

- Ap6s 30 minutos 3 temperatura ambiente, as leituras foram feitas
contra um branco, preparado na mesmas condigdes das amostras, a
750nm num espectrofotometro Perkin-Elmer UV/VIS, ligado a uma

impressora Epson II.

- O procedimento para o doseamento da proteina nos extractos
celulares decorreu de modo idéntico ao referido para a obtengdo da
curva padrdo, tendo-se diluido a amostra até se obterem
concentracdes finais de proteina contidas nos limites da curva

padréo.
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2-Doseamento da proteina total:

Utilizou-se, do mesmo modo, o método de Lowry modificado
(Peterson, 1977).

procedimento:

= As amostras foram sujeitas a um tratamento de solubilizacdo a
quente com NaOH 2N,

- Foram ainda utilizadas as mesmas diluicGes da suspensio celular.

= Utilizaram-se 0,5m] de 4gua desionizada para o branco ¢ 0 mesmo
volume de suspensdo de cada amostra. A cada um dos tubos em
causa adicionaram-se 0,5ml de NaOH IN. Os tubos, devidamente t
aphdos, foram em seguida imersos num copo com 4dgua fervente,

durante 5 minutos, seguindo-se o seu arrefecimento em gelo.

= De imediato adicionaram-se a cada tubo 2,5ml de reagente de
Lowry, 4 qual se seguiu agitagdo vigorosa. Os tubos foram deixados
a temperatura ambiente durante 10 minutos.

= Finalmente adicionaram-se 0,5ml de reagente de Folin &
Ciocalteu, seguida de agitacdo rdpida de cada um dos tubos. A cor
foi deixada desenvolver durante 30 minutos. As leituras foram

levadas a cabo conforme descrito na sec¢io XIII-1 -.
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paciéncia com que leu as diversas versdes dos diferentes capitulos, no
sentido de me ajudar a melhora-los.

O trabatho que aqui descrevo ndo € mais do que um acumular de
conhecimentos ao longo de cerca de oito anos no Departamento de Biologia
da Universidade do Minho, dentre os quais, os 1ltimos cinco, no
Laboratério de Microbiologia II. Estou grata aos meus colegas de
Laboratorio (Fernanda Lages, Alexandra Nobre, Cristina Aguiar, Rui
Oliveira, Migda Graga, Filomena Duarte ¢ Georgina Rodrigues) pelo que
me ensinaram ao longo dos anos e pelo espirito € competéncia com que me
ajudaram a criar um ambiente inico, compativel com a investigagdo € com a
Ciéncia. Estou também reconhecida aos meus alunos, pelo incentivo e pelos
comentarios tdo oportunos, que me deram a saber que para ensinar € sempre
preciso conhecer um pouco mais. Se no final do século XX, alguém pode
fazer alguma coisa, completamente sozinho, nio € com certeza, "fazer

Ciéncia".
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Nio deixo de lembrar a permanente preocupacdo, disponibilidade e
a inegualdvel éjuda do Doutor Bernardo Teixeira Coelho, sem as quais esta
terefa ndo teria sido levada a bom termo. Para ele, de uma forma muito

especial, a minha gratiddo.

A influéncia de alguns factores, que ndo prescindirei de mencionar,
foram preponderantes no decorrer deste trabalho: uma grande curiosidade
dos que estiveram mais perto dele, um enorme incentivo, porque cada novo
~ passo era mais uma pequena novidade que despoletava novas curiosidades e
acima de tudo um enorme sentido de humor sem o qual gqualquer ciéncia

nio se transforma em Ciéncia.

A todos os que de algum modo participaram neste trabalho, 0 meu

muito obrigada.
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