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RESUMO

RAMOS, Michelle Silva, D.Sc, Universidade Federal de Vicosa, dezembro de 2017.
Extrato de proteinas estruturadoras de gelo obtido de folhas de trigo na
crioprotecao de Saccharomyces cerevisiae. Orientadora: Moénica Ribeiro Pirozi.
Coorientadoras: Edimar Aparecida Filomeno Fontes e Claudia Regina Vieira.

O fermento biolégico é o elemento responsavel pela fermentacdo dos agucares
presentes na massa de pao produzindo etanol, produtos secundarios responsaveis
pelo desenvolvimento do aroma e sabor e didxido de carbono, indispensavel para
conferir volume aos paes. Durante o congelamento de massas, podem ocorrer
diversas alteragdes fisioldgicas que comprometem o metabolismo das leveduras e,
consequentemente, a sua atuagdo como ingrediente, afetando consideravelmente a
qualidade dos péaes. Proteinas estruturadoras de gelo (ISP) s&o substancias obtidas
a partir de fontes naturais e apresentam grande potencial na manutengao da qualidade
de alimentos congelados. O principal objetivo deste estudo foi investigar o efeito
crioprotetor do extrato de ISP obtido a partir de folhas de trigo da variedade BRS
Guabiju durante o congelamento da levedura Saccharomyces cerevisiae. Extratos de
ISP foram obtidos apds 25 dias de aclimatacao e a existéncia de ISP no extrato foi
confirmada por eletroforese (SDS-PAGE) pela presenca de duas bandas proteicas,
uma de 20,1 kDa e outra na faixa de 20,1 kDa - 30,0 kDa. Diferentes concentragdes
do extrato de ISP (0 ug, 4 ug, 6 ug, 8 ug e 12 ug de proteina .100 mL' de meio de
cultura YPG) foram utilizados para avaliar o efeito crioprotetor de leveduras isoladas
de fermento bioldgico fresco e seco instantaneo congeladas a - 25 °C durante 0, 10,
20, 30 e 40 dias. A concentragdo de 8 ug de proteina .100 mL"' de meio de cultura
YPG foi a que apresentou melhor crioprotecdo (P<0,05) na manutencdo da
sobrevivéncia das leveduras, durante o tempo de estocagem. Considerando estes
resultados, a concentragao de 8 ug de proteina foi incorporada em massas de pao
francés (8 yg de proteina .100 g' massa). As massas foram congeladas a — 25 °C
durante durante 0, 10, 20, 30 e 40 dias e a viabilidade, capacidade fermentativa do
fermento bioldgico e o volume das massas foram avaliados. As ISP apresentaram
propriedades crioprotetoras para o fermento bioldgico (P<0,05) apresentando menor
reducgao de células durante o tempo de congelamento comparado ao controle, embora
ambas tenham produzido quantidade similar de CO2, houve um declinio progressivo

da producdo de CO, de ambos os tratamentos em funcdo do tempo de
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armazenamento da massa. A concentragdo de 8 pg de proteina. 100 g' massa
exerceu crioprotecao as leveduras durante o tempo de armazenamento das massas
(P<0,05). Com base em estudos anteriores, acredita-se que este resultado também
esteja associado ao efeito crioprotetor do extrato de ISP na estrutura da rede de
gluten. Concluiu-se que o extrato de ISP da variedade de trigo BRS Guabiju exerceu
atividade crioprotetora no fermento biolégico sugerindo a possibilidade de utilizagao

comercial dessas proteinas em massas de pao congeladas.
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ABSTRACT

RAMOS, Michelle Silva, D.Sc, Universidade Federal de Vigcosa, December, 2017
Extract ice structuring proteins obtained from wheat leaves in the cryoprotection
of Saccharomyces cerevisiae. Advisor: Monica Ribeiro Pirozi. Co-Advisors: Edimar
Aparecida Filomeno Fontes and Claudia Regina Vieira.

The yeast is the element responsible for the fermentation of the sugars present in the
bread dough producing ethanol, secondary products responsible for the development
of aroma and flavor and carbon dioxide, indispensable to give volume to the bread.
During the freezing of dough, several physiological changes can occur that
compromise the metabolism of the yeasts and, consequently, their action as an
ingredient, affecting considerably the quality of the breads. Ice structuring proteins
(ISP) are substances obtained from natural sources and have great potential in
maintaining the quality of frozen foods. The main objective of this study was to
investigate the cryoprotective effect of the ISP extract obtained from wheat leaves of
the BRS Guabiju variety during the freezing of yeast Saccharomyces cerevisiae. ISP
extracts were obtained after 25 days of acclimation and the existence of ISP in the
extract was confirmed by electrophoresis (SDS-PAGE) by the presence of two protein
bands, one of 20,1 kDa and another in the range of 20,1 kDa-30,0 kDa. Different
concentrations of the ISP extract (0 pg, 4 yg, 6 ug, 8 ug and 12 ug of protein.
100 mL™" of YPG culture medium) were used to evaluate the cryoprotectant effect of
yeasts isolated from fresh and dry yeast frozen at -25 ° C for 0, 10, 20, 30 and 40 days.
The concentration of 8 ug of protein. 100 mL-! of YPG culture medium was the one
that presented better cryoprotection (P<0,05) in maintaining yeast survival during
storage time. Considering these results, the concentration of 8 ug of protein was
incorporated into French bread doughs (8 ug of protein .100 g~' dough). The dough
was frozen at -25 ° C for 0, 10, 20, 30 and 40 days and the viability, fermentative
capacity of the yeast and the volume of the dough were evaluated. The ISP presented
cryoprotectant properties for the yeast (P<0,05), presenting lower cell reduction during
the freezing time compared to the control, although both produced similar amount of
CO., there was a progressive decline in CO2 production of both treatments as a
function of storage time of the dough. The concentration of 8 ug protein. 100 g-' dough
exerted cryoprotection to the yeasts during the time of dough storage (P<0,05). Based

on previous studies, it is believed that this result is also associated with the
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cryoprotective effect of the ISP extract on the structure of the gluten network. It was
concluded that the ISP extract of wheat variety BRS Guabiju exercised cryoprotective
activity in yeast suggesting the possibility of commercial use of such proteins in frozen

doughs.
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1. INTRODUGAO

O congelamento como metodologia de conservagdo de massas de pao é
cada vez mais desejavel para o setor de panificagdo devido a comodidade e
flexibilidade de producédo, além de atender as exigéncias dos consumidores por
produtos frescos, ou seja, forneados recentemente e disponiveis a qualquer
horario do dia (KECHINSKI et al., 2010; SASANO et al., 2012; VIEIRA, 2011).
Esses alimentos, quando submetidos ao congelamento e descongelamento,
podem sofrer variagdes na qualidade, pois este processo pode desencadear
uma série de modificagdes nas propriedades de panificagcdo, como danos na
rede de gluten, redugdo da capacidade de retengcdo de COg, alteragbes na
textura, comprometimento na viabilidade do fermento biolégico, modificando as
caracteristicas finais do produto (SASANO et al., 2012; USTUN e TURHAN,
2015; XU et al., 2009; Yl e KERR, 2009).

Saccharomyces cerevisiae € a levedura responsavel pela fermentagao
dos agucares presentes na massa de pao, produzindo etanol, produtos
secundarios como aldeidos, acidos, cetonas e ésteres responsaveis pelo
desenvolvimento do aroma e sabor e diéxido de carbono (BIRCH et al, 2013;
HEITMANN, 2017; MAEDA et al. 2009; STRUYF et al., 2017; THOMAZ, 2008),
indispensavel para conferir volume. A conservagao da massa sob congelamento
afeta a viabilidade do fermento bioldgico, pois a medida que ocorre a diminuigéo
da temperatura, a fragdo aquosa contida na célula da levedura é reduzida. Dessa
forma ocorre a concentragédo e precipitagdo de solutos extra e intracelulares,
ruptura de membranas, encolhimento das células, desidratacdo e toxicidade
ibnica, que podem resultar em prejuizos para a qualidade do pdo (PANADERO;
RANDEZ-GIL e PRIETO 2005; RIBOTTA e TADINI, 2009). Diante disso, tem-se
buscado desenvolver e utilizar métodos que minimizem os efeitos adversos em
massas congeladas causados pelas baixas temperaturas de forma a prolongar
a sua durabilidade (SELOMULYO e ZHOU, 2007) e garantir a integridade do
produto final.

As proteinas estruturadoras de gelo (Ice Structuring Proteins - ISP)
também reportadas na literatura como proteinas anticongelantes (Antifreeze
Proteins - AFP) ou proteinas da histerese térmica (Thermal Hysteresis Proteins
- THP), sdo substancias encontradas em varias plantas de inverno e em diversos

géneros de organismos que habitam regides frias ou toleram baixas
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temperaturas. Estes anticongelantes biolégicos possuem a capacidade de
interagir com as nucleagdes dos cristais de gelo, alterando sua morfologia e
impedindo a recristalizacdo. Suas propriedades crioprotetoras se baseiam na
diminuicdo da temperatura de expansdo macroscopica do gelo, sem alteragéo
do ponto de fusdo e pressdo osmotica. Dessa forma, sendo estas substancias
tém sido propostas para o aumento da vida de prateleira e melhoria da qualidade
de alimentos submetidos ao congelamento (HASSAS-HUDSARI, 2012; MISHRA
e PATTNAIK, 1999). Alguns pesquisadores tém relatado o potencial das ISP na
preservagao da rede de gluten durante o congelamento de massas (VIEIRA,
2011; XU et al., 2009; ZHANG et al., 2007; ZHANG et al., 2015), mas ainda néao
foram encontrados registros do impacto dessas substancias na viabilidade das
leveduras na massa durante seu armazenamento sob congelamento.

As caracteristicas das ISP sugerem sua potencial aplicagdo na
manutencdo da viabilidade da levedura em massas congeladas, evitando
alteragbes na atividade celular, consequentemente no incremento da vida de

prateleira além de garantir um produto de qualidade.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

v Investigar o efeito crioprotetor do extrato de proteinas estruturadoras de
gelo das folhas de trigo na viabilidade da levedura Saccharomyces

cerevisiae.

2.2. Objetivos especificos

v Obter o extrato proteico das folhas de trigo aclimatadas ao frio;

v" Analisar a composicdo fisico-quimica dos extratos e a presenca de ISP
por eletroforese em SDS-PAGE;

v Caracterizar os fermentos bioldgicos fresco e seco instantdneo quanto a
composicgao fisico quimica, confirmar a identidade e avaliar o crescimento
das estirpes isoladas dos fermentos;

v Avaliar a viabilidade da levedura isolada de fermento bioldgico fresco e
seco instantdneo na auséncia e presenca do extrato proteico das folhas
de trigo;

v' Examinar o efeito crioprotetor do extrato proteico das folhas de trigo no

fermento biolégico em massa de pao francés congelada.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Saccharomyces cerevisiae

O género Saccharomyces € um dos principais micro-organismos que
fazem parte do grupo das leveduras, sendo o principal representante a espécie
cerevisiae (SILVA et al., 2011). As leveduras do género Saccharomyces sao
fungos ubiquitarios, unicelulares, com auséncia de filamentos, morfologicamente
esféricas ou ovais, assexuados, multiplicam-se por brotamento ou gemulagao
(leveduras de brotamento) e se dividem formando células diferenciadas. A
medida que as células se dividem, a populagdo de leveduras aumenta
exponencialmente. A sua multiplicagdo consiste na formacdo de uma
protuberancia ou broto na regidao periférica da levedura (célula parental), que
com o passar do tempo este broto se separa da célula parental e cresce até
formar uma célula normal (Figura 1) (CAUVAIN e YOUNG, 2009; TORTORA,
FUNKE e CASE, 2012).

Figura 1- Micrografia de Saccharomyces cerevisiae em diferentes estagios de

brotamento.
Fonte: Tortora, Funke e Case (2000).

Em condi¢des adversas, a levedura pode se reproduzir por esporulagao.
Este evento ocorre quando n&o ha nutrientes suficiente para a célula. Para cada
célula, quatro esporos podem ser formados sendo este liberados no ambiente.
Na forma esporulada, a viabilidade das células se mantém por longos periodos



e posteriormente, quando a célula encontrar condi¢cbes favoraveis, a levedura
assumira a sua forma vegetativa (WILLIAMS e PULLEN, 2009).

As leveduras sao aerdbias facultativas, o que permite a sua sobrevivéncia
em qualquer ambiente. Na presenga de oxigénio, as leveduras utilizam o seu
metabolismo aerdbico, o carboidrato € metabolizado resultando a formacao de
CO2 e agua. Anaerobicamente, o carboidrato é metabolizado com formagao de
CO. e etanol. Em leveduras utilizadas em processos de panificacdo, a
capacidade respiratoria e fermentativa s&o equivalentes, o metabolismo
oxidativo corresponde a 40 % a 50 % do catabolismo celular (BROCK et al.,
1994; KOCKOVA-KRATOCHVILOVA, 1990; RAY, 2004; TORTORA, FUNKE e
CASE, 2012; WILLIAMS e PULLEN, 2009).

A principal fonte energética para S. cerevisiae sao os carboidratos. Dentre
os carboidratos utilizados para o metabolismo do carbono pelas leveduras, os
mais amplamente estudados sdo os dissacarideos (maltose e sacarose) e as
hexoses (glicose, frutose, galactose ou manose) (RODRIGUES et al., 2005). No
entanto, S. cerevisiae nao é capaz de metabolizar as pentoses. Na maioria das
vias metabdlicas, a glicose € o principal substrato (FELDMANN, 2012; NELSON
e COXetal., 2007), podendo ser utilizada para obtencéo de energia e atua como
precursor na sintese de diversos compostos e macromoléculas essenciais para
a célula (PASTORE; BICAS e JUNIOR 2013).

A glicdlise ou a via Embden-Myerhof-Parnas (EMP) é a principal via
utilizada pelas leveduras para o catabolismo de carboidratos. De acordo com
Pastore, Bicas e Junior (2013), a glicose, uma vez dentro da célula, é
catabolizada por diversos processos de degradagao resultando na formagao do
acido piruvico. O acido pirtvico pode ser levado por duas vias distintas para
producdo de energia celular: a via oxidativa e a via fermentativa (Figura 2)
(FELDMANN, 2012; LEHNINGER et al., 2007).



GLICOSE

Glicdlise |- Ac. Piruvico + ATP "

NADH

ATP \ / ETANOL
co, co,

Figura 2- Esquema simplificado das principais vias do metabolismo de

Saccharomyces cerevisiae.
Fonte: Xavier (2015)

Cada célula é delimitada por uma parede celular que envolve a membrana
plasmatica. A parede celular € composta por glicoproteinas altamente
glicosiladas, identificadas por manoproteinas, devido a presenga de manose e
duas classes de B-glucanas, as soluveis em agua e altamente ramificadas, 1,6-
B-glucanas que interliga a maioria das manoproteinas a 1,3-B-glucanas que séo
insoluveis em agua. Esta ultima, associada a quitina, € responsavel pela
resisténcia mecéanica da parede celular (DICKINSON e SCHWEIZER, 2004).
Dentro desta estrutura encontra-se o citoplasma que € permeado pelo reticulo
endoplasmatico e complexo de Golgi. No interior do citoplasma, sao dispostos o
nucleo, as mitocondrias e o vacuolo. A parede celular da levedura pode exibir
cicatrizes, que sado causadas no momento de reprodugdo (brotamento)
(CAUVAIN e YOUNG, 2009; LEWIS e YOUNG, 1995).

As leveduras do género Saccharomyces possuem morfologia
arredondada caracterizadas por células esféricas, ovais ou alongadas de
tamanho entre 5 a 10 micra. O metabolismo de S.cerevisiae é influenciado pelo
pH, sendo sua faixa de tolerancia entre 2,5 a 8,5. A faixa de pH 6timo para
crescimento de S. cerevisiae pode variar de 4 a 6, dependendo da cultura, da
temperatura e da presenca de oxigénio (NARENDRANATH e POWER, 2005),
sendo que, em processos de panificacdo, o pH deve estar em torno de 5,5.
(GAVA, SILVA e FRIAS, 2008; TORTORA, FUNKE e CASE, 2012; WILLIAMS e
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PULLEN, 2009). A temperatura 6tima para fermentagao situa-se entre 28 °C a
32 °C, portanto é classificada como um micro-organismo mesofilico.
Temperaturas menores aumentam o periodo de fermentacdo e acima de 40 °C
a fermentacdo é reduzida ou interrompida (BADIN, 2010; NOGUEIRA e
VENTURINI-FILHO, 2005; STUPIELLO e HORII, 1981).

Cientificamente, Saccharomyces cerevisiae significa “um bolor que
fermenta agucar de cereal (sacaro-mucus cerevisiae)” (WILLIAMS e PULLEN,
2009), sendo amplamente utilizada como ingrediente essencial em processos de
panificacdo (HEITMANN, 2017) devido a sua atividade fermentativa produzindo
CO2 e conferindo também propriedades de sabor e aroma do pao proveniente do
seu metabolismo secundario, elementos estes desejaveis para as caracteristicas
sensoriais de paes. Cerca de 1,5 x 10" células de leveduras estio presentes em
1 g de fermento (BIRCH et al, 2013; CAUVAIN e YOUNG, 2009; MAEDA et al.
2009; SILVA et al., 2011; STRUYF et al., 2017; WILLIAMS e PULLEN 2009).
Além desses atributos associados a levedura, o fermento biolégico também
influencia diretamente nas propriedades reolégicas da massa, definindo a sua
consisténcia, a aeragado e a leveza da massa (PAVANELLI, 2000; QUAGLIA,

1991). A acao do fermento biolégico pode ser demonstrada da seguinte forma:

Invertase

C12H2201¢ ——— CgH1205 — 2 C2H50H + 2 CO

(sacarose) (glicose) (alcool etilico) (diéxido de carbono)

A producédo de CO2 na massa pelas leveduras depende do numero de
células viaveis, da atividade celular e a quantidade de agucares fermentaveis.
(PHIMOLSIRIPOL et al., 2008).

Durante a fermentacéo, as leveduras também provocam modificacdes nas
proteinas presentes na massa. Enzimas proteoliticas sintetizadas por estes
micro-organismos quebram as cadeias proteicas formando peptideos menores.
Esses por sua vez sao utilizados pelas leveduras como nutrientes. As peptidases
quebram os peptideos em aminoacidos, os quais conferem caracteristicas
sensoriais na massa (GUERREIRO, 2006).

A capacidade fermentativa das leveduras representada pelo poder de

gaseamento e volume de massas frescas foi classificada por Meziani et al.



(2012) em 3 fases designadas como: fase lag, fase exponencial e fase de
reducdo da produgdo de CO.. Estes autores observaram que a fase lag, a
temperatura de

28 °C, apresenta duragdao de 0 a 30 min e é neste momento que ocorre a
adaptacdo do metabolismo da levedura a massa. Na fase exponencial, a
fermentacdo € maxima e constante com elevada producédo de CO2 entre 65 a
180 min. Apds 180 min de fermentacéo, ocorre a redugdo da produgao de gas

pelas leveduras.

3.2. Aspectos gerais do fermento biolégico na elaboragao de massas

O fermento bioldgico € definido como um produto obtido de
culturas puras de leveduras (S. cerevisiae) por procedimento
tecnoldgico adequado e empregado para dar sabor préprio e aumentar
volume e a porosidade de produtos forneados, podendo ser
empregados no preparo de paes e certos tipos de biscoitos e produtos

afins de confeitaria” (BRASIL, 1977).

Na producdo comercial de fermento biolégico por reprodugado, é
necessaria uma fonte de carboidrato, atualmente, utiliza-se preferencialmente o
melaco, por ser uma fonte de agucar de baixo custo. Normalmente, é utilizado o
melago de beterraba, cana ou a misturas de ambas (WILLIAMS e PULLEN
2009).

O processo de obtencdo do fermento biolégico pode ser de diversas
formas, de acordo com as exigéncias especificas relacionadas ao processo de
producdo em que sera empregado. Em processos de panificagdo, o fermento
bioldgico utilizado pode apresentar-se como fresco, seco ou seco instantaneo,
cremoso e encapsulado (imobilizagdo celular) (BONA, 2002; WILLIAMS e
PULLEN, 2009).

De acordo com a Resolugédo da Comissao Nacional de Normas e Padrbes
para Alimentos - CNNPA n° 38/1977 o fermento fresco, também designado como
fermento verde, fermento prensado ou levedura prensada deve possuir
caracteristicas de massa prensada, pastosa, homogénea e de consisténcia
firme, exibindo coloragao creme claro caracteristico, com odor e sabor préprio.
O teor de umidade maximo deve ser de 75 % e cinzas 5 % (BRASIL, 1977).
Devido ao seu alto teor de umidade, este fermento deve ser armazenado em
temperaturas de refrigeracao entre 4 °C a 8 °C até que seja utilizado para a
elaboragdo de massas. Normalmente, este produto € comercializado em blocos
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de 15 g a 500 g e embalado em papel encerado e sua durabilidade sob
refrigeracdo é em torno de 15 dias (BRANDAO e LIRA, 2011; CASTRO e
MARCELINO, 2012; CAUVAIN e YOUNG, 2009).

O fermento bioldgico seco é obtido a partir da secagem do fermento
bioldgico fresco por ar quente. Este fermento é fracionado em pequenos granulos
adquirindo textura grossa e coloragdo creme acinzentado ou amarelo palha
escuro. Possui umidade em torno de 7 % a 9 %, podendo ser encontrados em
embalagens metalizadas, a vacuo ou com atmosfera modificada podendo variar
entre 7 g a 1 kg. Neste tipo de fermento, as células estdo num estado latente. A
reidratagéo deste produto consiste na utilizagdo de agua com temperatura entre
37 °C a 38° C por 20 min (CASTRO e MARCELINO, 2012; THOMAZ, 2008).

O fermento seco instantaneo apresenta-se em granulos muito pequenos,
de coloracdo branca ao castanho claro, com odor e sabor caracteristicos. A
umidade devera estar em torno de 4 % a 6 %, sendo diretamente incorporado a
massa. Este produto é comercializado em embalagens laminadas a vacuo ou
sacos plasticos e possui durabilidade de até 2 anos em embalagem fechada, néo
havendo necessidade de reidratacdo no momento de uso uma vez que possui
caracteristicas peculiares que permite a sua adicdo diretamente a farinha
(CASTRO e MARCELINO, 2012; THOMAZ, 2008; WILLIAMS e PULLEN, 2009).
O processo de obtengao deste tipo de fermento consiste extragdo da agua das
células por desidratagéo em leito fluidizado (THOMAZ, 2008).

O fermento cremoso possui consisténcia pastosa e pode substituir o
prensado numa proporgao de 1,5:1. Em formulagdes que utilizam este tipo de
fermento, o conteudo de agua extra presente deve ser contrabalanceado durante
a elaboracgao (WILLIAMS e PULLEN, 2009).

A imobilizagao celular ou encapsulamento tém como objetivo aprisionar o
micro-organismo em uma matriz denominada suporte. O fermento biolégico
encapsulado foi desenvolvido para misturas semiprontas, no entanto, este tipo
de fermento é pouco utilizado devido ao seu custo elevado (BATISTA, 2005;
WILLIAMS e PULLEN, 2009).

Alguns ingredientes podem influenciar a atividade do fermento bioldgico.
O sal e o agucar tém efeito significativo sobre a pressdo osmoética do meio

reduzindo a viabilidade celular. Quanto maior a porcentagem desses



ingredientes na formulagédo, maior sera o tempo necessario para a atuagéo das
leveduras (BRANDAO e LIRA, 2011; WILLIAMS e PULLEN, 2009).

O fermento fresco € o mais utilizado em processos de panificagdo, devido
a maior produgéao de gas durante a fermentagéao, resultando e massas com maior
volume. Considerando a velocidade de fermentagcdo, o fermento atua na
seguinte ordem: fermento fresco > fermento seco instantaneo > fermento seco
ativo. (HEITMANN, 2017).

A temperatura de fermentagéo exerce efeito significante na produgao de
gas pelas leveduras (STRUYF et al., 2017). No processo de produgédo de massa
de paes, se forem utilizadas temperaturas elevadas, havera producao de CO2 de
forma acelerada e a estrutura da massa nao apresentara elasticidade adequada
para reter o gas, proporcionando um volume reduzido do produto final. Se a
temperatura utilizada for muito baixa, a rede de gluten se desenvolvera, mas a
quantidade de CO2 e de outros compostos oriundos da fermentagcdo sera
reduzida, exibindo uma massa grosseira, aumentado consequentemente, o
tempo de fermentagdo da massa para se obter as caracteristicas desejaveis do
produto final (GUERREIRO, 2006).

Vale ressaltar que, a expansao da massa s6 pode ocorrer se o CO> for
aprisionado na mesma. A propor¢ao de aprisionamento depende da integridade
da matriz de gluten dentro do qual pode ser realizada a retengdo do gas. A
manutengdo de CO2 na massa esta, portanto, intimamente ligada ao grau de
desenvolvimento da mesma (CAUVAIN, 2001).

3.3. Congelamento de massas de pao

O pao fresco € um produto de curta vida de prateleira e durante o seu
armazenamento diversas alteragdes fisico-quimicas podem ocorrer modificando
as suas caracteristicas sensoriais (GIANNOU, KESSOGLOU e TZIA, 2003).

O congelamento de massas de pao é um processo bastante difundido nas
industrias de panificagao permitindo um grande volume de producgao de paes em
locais centrais para, posteriormente, serem distribuidos nos pontos de venda
(CHEN et al., 2012; CHEN et al., 2013; ROUILLE, LE BAIL e COURCOUX,
2000). Na década de 20, experimentos ja haviam sido realizados na tentativa de
produzir massa de pao congelada com o objetivo de retardar o processo
fermentativo da massa (GUTKOSKI et al., 2005; WATANABE e BENASSI, 2000).

10



Entre as décadas de 50 e 60, novas tentativas de obter massas congeladas
foram realizadas, no entanto, os equipamentos disponiveis hdo eram adequados
para producido. Além disso, a curta vida de prateleira e o procedimento de
preparo inadequado por parte dos consumidores foram os fatores determinantes
para o fracasso da produgdo (GIANNOU e TZIA, 2007; JACKEL, 1991;
WATANABE e BENASSI, 2000). A partir da década de 70, devido ao aumento
do numero de setores de panificagdo nos Estados Unidos, o congelamento de
massas de pao se generalizou aumentando a flexibilidade de producéo
(WATANABE e BENASSI, 2000).

Diante da praticidade que o congelamento de massas de pao oferece, o
setor de panificagdo comecou a demonstrar interesse por esta alternativa,
optando pela comercializagdo de massas congeladas, paes pré-assados
congelados ou paes assados congelados. Este procedimento apresenta diversas
vantagens tais como: independéncia de mao de obra especializada, elimina a
necessidade de equipamento para producdo da massa, conveniéncia,
padronizagao do produto, redugao de espaco fisico, redugéo de custos, agilidade
e flexibilidade para a producéo permitindo a aquisi¢cao de paes recém assados a
qualquer hora do dia (CHEN et al., 2012; CHEN et al.,, 2013; FUNCK e
FRANCISCO, 2006; HUTKINS, 2006; KECHINSKI et al., 2010; QUEIROZ, 2015;
ROMEU, TADINI e MATUDA 2006; SASANO et al., 2012; SELOMULYO e
ZHOU, 2007; STRUYF et al., 2017) evitando ao mesmo tempo o funcionamento
noturno das padarias e a necessidade da habilidade de funcionarios treinados
para elaboragao de produtos de panificacdo (FUNCK e FRANCISCO, 2006;
QUEIROZ, 2015).

Apesar das vantagens que o congelamento oferece na conservagao de
massas (Yl e KERR, 2009), o processo de congelamento e o descongelamento
podem alterar a atividade fermentativa devido a da viabilidade da levedura e
causar mudancgas nas propriedades reoldgicas, fisicas e sensoriais da massa
(CHEN et al., 2012; QUEIROZ, 2015; RIBOTTA, LEON e ANON 2003; STRUYF
et al.,, 2017; Yl e KERR, 2009). Portanto, o armazenamento de massas
congeladas por periodos prolongados sem alterar a sua qualidade ainda € um

desafio para este segmento de mercado (RESENDE, 2011).
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3.4. Efeito do congelamento na viabilidade das leveduras em massas

Um dos desafios mais relevantes relacionados a conservagao de massas

sob congelamento € a manutengdo da viabilidade das leveduras assim como

manter a sua capacidade fermentativa (GUTIKOSK et al., 2005; RESENDE,
2011).

O processo de congelamento muitas vezes é letal para a levedura em
massas congeladas uma vez que existem muitos efeitos negativos como a
desnaturacdo de macromoléculas, ruptura das membranas celulares e
encolhimento das células, causadas por perda de agua causando impactos
negativos na qualidade do pdo (PANADERO et al., 2005; STRUYF et al., 2017).

A criopreservagao da levedura é fortemente influenciada pelo tempo de
armazenamento da massa congelada, pela temperatura da massa antes de ser
submetida ao congelamento, oscilagbes de temperatura e taxas de
congelamento e descongelamento, sendo este ultimo um dos principais
problemas que ocasionam dano sobre massas congeladas devido a formagéao
de cristais de gelo (GIANNOU, KESSOGLOU e TZIA, 2003; NEMETH, PAULLEY
e PRESTON 1996; VARRIANO-MARSTON et al., 1980).

Kechinski et al. (2010) investigou a influéncia do congelamento de massas
de pao francés armazenadas em camara de congelamento (- 18 °C) e
armazenadas em ultrafreezer (- 40 °C) sobre a viabilidade do fermento biolégico.
Esses autores observaram que houve uma reducgéo de 50 % na contagem de
células de leveduras viaveis para ambas as temperaturas com um tempo de
estocagem de aproximadamente 25 dias. Resultados semelhantes foram
encontrados por Salas-Mellado e Chang (2003) que investigaram a estabilidade
do fermento em massas de pao armazenadas a - 15 °C durante 45 dias. Os
autores verificaram uma diminuicdo da viabilidade do fermento de 53 % a 99 %.

Meziani et al. (2012) estudaram a influéncia da velocidade de
congelamento de massas de pao doce em temperaturas de - 20 °C, - 30 °C e
- 40 °C em cabines congeladoras com jato de ar e em nitrogénio liquido. Esses
autores verificaram que a atividade fermentativa diminuiu significativamente em
massas congeladas com nitrogénio liquido, causando uma redugéao de 70 % na
populagao de leveduras.

Associados aos danos causados pelo processo de congelamento na

membrana das células de levedura, acredita-se que este método de
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conservacgao pode provocar a morte da levedura e a liberagdo de substancias
redutoras provenientes das células que podem ter efeitos prejudiciais na
estrutura do gluten, dentre essas substancias destaca-se a glutationa que possui
compostos sulfidrilas redutores (-SH). Esses grupos sulfidrilas interagem com as
pontes dissulfetos do gluten responsaveis pelo intercruzamento afetando a
redistribuicao da fase aquosa devido a mudanca da capacidade de absorgéo de
agua pela farinha (RIBOTTA e TADINI, 2009; STRUYF et al., 2017).

O efeito do congelamento e estocagem de massas sobre a qualidade final
do pao e as consequéncias do congelamento sobre a viabilidade celular e a
liberacao de substancias pelas células de levedura foram analisadas por Ribotta
et al. (2003). Esses autores observaram que massas congeladas armazenadas
a - 18 °C apresentaram redugao da producéo de CO», sugerindo que a redugéo
da produgéao de gas esteja associada ao aumento da quantidade de substancias
redutoras lixiviada a partir da levedura. Segundo estes autores, este ultimo
evento aumentou a solubilidade de algumas proteinas de gluten e foi
responsavel pela diminui¢do do volume do pao. Além disso, o congelamento e a
estocagem de massa causou perdas significativas no numero de células viaveis
com uma diminuigao de 52,4 % apos 90 dias de estocagem. Entretanto, estudos
realizados por Autio e Sinda (1992) verificaram que as propriedades reoldgicas
da massa nao foram afetadas pela presenca de células mortas de leveduras.
Dessa forma, alteragbes estruturais na massa submetida ao congelamento e
descongelamento estdo associadas somente a agdo mecanica dos cristais de
gelo.

O congelamento da levedura contido num sistema de massa é diferente
do congelamento direto da levedura. Em massas congeladas, possiveis
alteracbes metabolicas podem ocorrer nas células pois nestas condigdes, as
leveduras estao sob pressao osmotica além de estar num estado de fermentagcao
ativa. A membrana plasmatica das células de leveduras ativas € mais fina do que
a das células latentes; consequentemente, tornam-se mais suscetiveis a danos
celulares provocados pelo congelamento, diminuindo assim a sua atividade
fermentativa. Além disso, os compostos organicos estao concentrados na fase
aquosa devido ao processo de congelamento causando a autdlise celular
(LORENZ e KULP, 1995; STAUFFER, 1993; WOLT e D'APOLLONIA, 1984).

Entretanto, outros autores acreditam que a massa promove efeito protetor na
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viabilidade da levedura (WOLT e D"APOLLONIA, 1984). Para o congelamento
de massas de péo, € desejavel que a temperatura da massa esteja abaixo de 20
°C, evitando que as leveduras iniciem a fermentacdo antes do congelamento
(GUTKOSKI et al., 2005).

A perda de viabilidade das células de levedura mediante congelamento
tem sido atribuido ao congelamento extra e intracelular em temperaturas abaixo
de — 15 °C causando danos na estrutura celular. A medida que ocorre a
diminuicdo da temperatura, a fracdo aquosa contida na célula da levedura
também é reduzida, devido a perda de agua através da membrana celular,
ocorrendo desidratagcdo e concentragao de solutos intra celulares, causando
alteracdes do pH devido a precipitagao de solutos, toxicidade idnica, danos nos
processos de membrana essenciais, comprometimento dos elementos do
citoesqueleto e redugao da atividade de enzimas glicoliticas. As concentragdes
elevadas de solutos produzido pelo congelamento também afetam os lipideos de
membrana tornando-a mais permeavel. No descongelamento, a célula sofre
choque osmatico, como resultado da entrada de agua para a regiao interna,
reduzindo a sua capacidade fermentativa (RIBOTTA e TADINI, 2009; STRUYF
et al., 2017). Dessa forma, € indicado que a levedura seja ativada apds o
processo de congelamento, pois os maiores danos ao fermento estéo
associados aos produtos inerentes do seu metabolismo (WATANABE e
BENASSI, 2000).

Para o congelamento de alimentos, dois tipos de processos podem ser
empregados: o congelamento rapido e o congelamento lento. No congelamento
rapido, é reduzida a temperatura dos alimentos em torno de — 20 °C em 30
minutos. Este método oferece vantagens em relagdo ao congelamento lento,
uma vez que ocorre a formacgao de pequenos cristais de gelo, 0 que minimiza os
danos nos tecidos, além de provocar o choque térmico, ndo favorecendo a
adaptagado dos micro-organismos as baixas temperaturas. No congelamento
lento, os cristais de gelo sdo formados apdés 3 h a 72 h de estocagem. Neste
caso, ocorre a formacgao de cristais gelo grandes, intra e intercelulares que
podem causar rompimento fisico de membranas, paredes celulares e estruturas
internas, além de alterar negativamente a qualidade do alimentos apds o
descongelamento (AZEREDO, 2012; JAY, 2005).
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Em massas, embora a agdo mecanica dos grandes cristais de gelo
formados durante o congelamento lento possa causar danos na rede de gluten,
reduzindo a capacidade de retenc¢ao de CO2 produzido pelas leveduras, este tipo
de congelamento preserva a atividade do fermento biologico (BERGLUND et
al.,1991; HAVET, MANKAI e LE BAIL 2000). Neste processo, o congelamento é
mais acentuado na superficie da massa do que na regido central. A variagao na
velocidade de congelamento e a cristalizagdo do gelo sao fatores que podem
influenciar a atividade do fermento no interior da massa (HAVET, MANKAI e LE
BAIL, 2000; NEYRENEUF e DELPUECH, 1993). Sugere-se que, no
congelamento lento ocorra a migragao da agua intracelular da levedura para o
exterior, formando cristais de gelo ndo causando comprometimento a célula uma
vez que a sua membrana age formando uma barreira de protecdo. Entretanto,
algumas investigagdes sugerem que o congelamento rapido pode ser letal para
as células de levedura devido ao crescimento de cristais intracelulares que
durante o descongelamento se recristalizam com formacédo de cristais que
podem ser prejudiciais as leveduras. Sugere-se que o dano ocorra porque a
recristalizagao produz uma forga suficiente para romper a membrana celular ou
membranas das organelas tais como mitocondrias (CASEY e FOY, 1995;
LORENZ e KULP, 1995).

Segundo HSU et al. (1979b) a diferenga entre a temperatura minima
alcangada no produto durante o processo de congelamento e a temperatura de
armazenamento da massa congelada sao os parametros mais importantes para

a sobrevivéncia das leveduras.

3.5. Consequéncias do congelamento nas propriedades da massa

O congelamento apresenta algumas limitagdes que podem prejudicar o
volume e a estrutura de paes de massas congeladas, a atividade da levedura
como ingrediente e, consequentemente, diminuindo o potencial de panificagao
durante o descongelamento da massa, com potencial perda de agua com o
tempo de estocagem (GUTKOSKI et al., 2005; MATUDA et al., 2004; RIBOTTA
e TADINI, 2009; SELOMULYO e ZHOU, 2007; WATANABE e BENASSI 2000).
Essas consequéncias dependem do tipo e da velocidade de congelamento,
descongelamento empregado e tempo de estocagem (LORENZ e KULP, 1995).

Flutuacbes de temperatura devem ser evitadas durante o congelamento,
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transporte, distribuicdo e estocagem do produto. Essas oscilagdes provocam a
recristalizagdo e promovem o aumento do tamanho dos cristais de gelo afetando
as caracteristicas inerentes ao produto, além de reduzir a viabilidade das
leveduras e produgao de gas (EVANGELISTA, 1989; GUTKOSKI et al., 2005;
PARDI et al., 2001; PHIMOLSIRIPOT et al.,2008).

De acordo com Meziani et al. (2012), longos periodos de armazenamento
a baixas temperaturas com consequente formacéo de cristais de gelo pode
prejudicar a estrutura da massa danificando a rede de gluten por agdo mecanica
do gelo, causando queda da consisténcia e elasticidade da massa afetando a
capacidade de retencdo de CO2, além de reduzir a contagem de leveduras
viaveis, prolongar o tempo de fermentagdo aumentando a susceptibilidade ao
dano celular e prejudicar a qualidade do produto final, causando modificagdes
como volume reduzido, miolo com estrutura mais aberta e firme e alteracdes no
sabor, aroma e textura (HAVET, MANKAI e LE BAIL, 2000; MATUDA et al., 2004;
RIBOTTA e TADINI, 2009; SELOMULYO e ZHOU, 1997).

Os efeitos do congelamento durante o armazenamento foram estudadas
por Lu e Grant (1999) na textura de massas congeladas. Pedagos de massas
foram mantidas a - 72 °C com congelamento interno a - 16 °C durante 90 minutos.
ApoOs este procedimento, as massas foram armazenadas em congelador de
cabine a - 23 °C durante 16 semanas. Foi verificado que, apdés o
descongelamento a 4 °C durante 16 horas, a resisténcia a extensdo maxima
reduziu em funcédo do tempo de estocagem resultando na separagao da fracéo
aquosa da matriz proteica, com a diminuicao da flexibilidade da rede do gluten

Massas congeladas de pao francés foram avaliadas por Havet, Mankai e
Le Bail (2000) para verificar a influéncia de baixas temperaturas sobre a perda
de elasticidade e de qualidade do p&o elaborado com essa massa. Esses autores
submeteram as massas ao congelamento a — 20 °C em congelador de ar forgcado
em trés velocidades, 1 m.s™', 2 m.s"e 3 m.s™, até atingir —19 °C no centro. Apos
atingir a temperatura de — 19 °C no centro da massa, as amostras foram
embaladas e armazenadas em caixa térmica com paredes de 10 cm de
poliestireno e as mesmas foram transferidas para uma sala resfriada a - 20 °C
durante 7 dias. Foi observado que houve diminuigdo no volume do p&o, redugcao

da elasticidade da massa, danos na rede de gluten e comprometimento da
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atividade fermentativa da levedura demonstrando o efeito sinergético da taxa de
congelamento sobre a qualidade do p&o.

Os fatores de qualidade do péao preparado a partir de massa congelada
sob diferentes condigdes de congelamento e armazenamento foram observados
por Yi e Kerr (2009). Neste estudo foi verificado que houve reducdo no volume
do pao e alteracbes na textura e na atividade fermentativa da levedura.
Resultados semelhantes foram encontrados por Ribotta et al. (2003), esses
autores demonstraram que o congelamento e estocagem de massas provocam
efeitos negativos no produto final, com maior contagem de células mortas e paes
com volume reduzido.

Vieira (2011), verificou por andlise de microscopia eletrénica de varredura
que a estrutura da rede de gluten apds o congelamento de massas de péao
apresentou alteracdo na uniformidade, com menor adesdo dos granulos de
amido a estrutura proteica. Esses resultados indicam que a formagao de cristais
de gelo durante o processo de congelamento provocou a ruptura da matriz
proteica.

A estabilidade de massas congeladas também esta associada a qualidade
do fermento biolégico, da fermentacéo antes do abaixamento da temperatura,
dos ciclos de congelamento e descongelamento e da presenga de compostos
sulfidrilas, como por exemplo, a glutationa liberados a partir do metabolismo
deste micro-organismo (EL-HADY et al., 1996; RIBOTTA e TADINI, 2009). Para
Hsu et al. (1979a) a integridade das propriedades viscoelasticas da massa
durante o processo de congelamento e a boa atividade do fermento biolégico
apos o descongelamento esta diretamente associada a qualidade do fermento.

A fermentacéo ocorre durante o periodo de descanso da massa, logo apés
a moldagem e a colocacdo nas féormas (MARTINBIANCO, 2011). E
recomendavel que a temperatura da massa esteja entre 18 °C a 20 °C afim de
evitar a fermentagcado precoce antes do congelamento e inibir a formagao de
cristais de gelo no miolo que podem causar alteragdes indesejaveis na massa
durante o descongelamento e crescimento do pao (GUERREIRO, 2006).

Diante das adversidades que o processo de congelamento pode oferecer
ao fermento biolégico, a conservacdo de massas congeladas deve ser
criteriosamente considerada a fim de assegurar as caracteristicas de qualidade
do produto final (GIANNOU, KESSOGLOU e TZIA, 2003). Portanto, considera-
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se a necessidade de estudos acerca da possibilidade de uso de um agente de
preservagao que possua a habilidade de reduzir ou até mesmo eliminar os

problemas envolvidos durante o processo de congelamento de massas.

3.6. Alternativas para minimizar os efeitos do congelamento na
viabilidade do fermento biolégico

Diante dos problemas associados a conservagao por baixas temperaturas
em combinagdo com as crescentes demandas por produtos de panificacao
congelados, novas tecnologias foram adotadas com o objetivo de aperfeigoar a
conservacgao dos mesmos. A literatura relata diferentes maneiras de minimizar o
estresse microbiano ao congelamento em massas congeladas tais como o uso
de maior quantidade de fermento, uso de estirpes de leveduras criorresistentes,
modificagdo no processo de panificagdo e o emprego de aditivos (GIANNOU,
KESSOGLOU e TZIA, 2003).

O emprego de maior quantidade de fermento € uma alternativa para
superar a perda potencial da atividade celular durante o congelamento de
massas (QUEIROZ, 2015). Em comparagao ao processo convencional, que
utiliza cerca de 3 % de levedura o aumento da quantidade do fermento varia de
4 % a 6,5 %. Entretanto, alguns fatores como o tempo de armazenamento da
massa sob congelamento, formulagao utilizada e o tempo de fermentagao apés
o descongelamento da massa sao influenciados pela quantidade de fermento
(BRUINSMA e GIESENSCHLAG, 1984; GIANNOU, KESSOGLOU e TZIA,
2003).

A escolha de linhagens de leveduras também é um critério importante.
Leveduras resistentes a longos periodos de estocagem sob congelamento,
associada a elevada atividade fermentativa e menor sensibilidade aos ciclos de
congelamento e descongelamento sdo as de maior interesse tecnoldgico
(FRANCISCHI et al., 1998; MATUDA, 2008). Outras espécies de levedura como
Saccharomyces rouxxi e Saccharomyces rosei tem sido utilizadas em processos
de panificagdo (HUI et al., 2006). Alguns estudos demonstram que
Saccharomyces rouxxi apresenta maior tolerancia a condi¢gdes indspitas como
uma ampla gama de acidez e concentragdes de acucar e sal (ENGLISH, 1954;

HUI et al., 2006). J& a Saccharomyces rosei € empregada em panificacao
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exercendo funcdo fermentativa na elaboracdo de massas doces (HUI et al.,
2006; REIS, 2006).

A utilizacdo de substancias crioprotetoras € outra opg¢ao adotada na
preservagao da viabilidade do fermento em massas congeladas. A trealose € um
dissacarideo capaz de conferir crioprotecédo a levedura contra diversos tipos de
estresse (SALAS-MELLADO e CHANG, 2003; STEFANELLO, 2014). Stefanello
(2014) utilizou diferentes concentracgdes de trealose (0 %, 10 % e 15 %) como
agente crioprotetor na formulagdo de paes tipo sourdough elaborados com
fermento natutal liofilizado. Neste estudo, observou-se que a adigao de 10 % e
15 % de trealose foi capaz de melhorar a criorresisténcia do fermento.

Técnicas modernas como a recombinagcao de DNA, mutacdes induzidas
e metodologias de selecdo também podem ser empregadas, como cepas de
leveduras mais estaveis, tolerantes as variagdes de pH e temperatura e a altas
pressbes osmoéticas com propriedades melhoradas para panificacdo
(BEKATOROU, PSARIANOS E KOUTINAS, 2006).

Sasano et al. (2012) produziu uma cepa de levedura de panificagcao
diploide de autoclonagem que acumula prolina e trealose simultaneamente em
que foi avaliada sua tolerdncia ao congelamento e a sua capacidade de
fermentagcdo apdés o congelamento em massa de p&o. Neste estudo foi
observado que a estirpe de levedura de panificagdo que acumulava tanto prolina
quanto trealose apresentou maior tolerancia ao congelamento e capacidade
fermentativa apds o congelamento.

Algumas modificagbes podem ser inseridas durante o processo de
panificagdo de forma minimizar o processo de fermentagdo. Conforme Inoue e
Bushuk (1991) pode-se usar o método rapido, designado “sem tempo”, na
producao de massas congeladas. Este procedimento tem como objetivo reduzir
a atividade fermentativa das leveduras durante a elaboragao da massa.

Diante disso, tem se pesquisado outras metodologias que possam
minimizar os efeitos prejudiciais relacionados ao congelamento de alimentos e
que tenham o potencial de controlar as alteragdes provocadas em produtos

congelados.
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3.7. Proteinas estruturadoras de gelo (ISP)

As proteinas estruturadoras de gelo (ISP) também conhecidas como
proteinas anticongelantes (AFP) sdo substancias encontradas em uma ampla
variedade de plantas que habitam regides frias e em diversos organismos como
peixes, insetos, artropodes, fungos e bactérias do solo. Essas proteinas
conferem a capacidade de aumentar a resisténcia ao congelamento auxiliando
a capacidade a sobrevivéncia em ambientes inospitos (JIA e DAVIES, 2002;
JORGENSEN et al., 2008).

A atividade crioprotetora das ISP presentes em plantas se apresenta
somente nas de inverno ou em plantas que foram cultivadas em regime de
aclimatacao ao frio. Essa aclimatagao ocorre com a atuagao de temperaturas de
resfriamento e de congelamento (- 3 °C a - 5 °C). Este evento provoca alteragdes
bioquimicas, fisiolégicas e moleculares nos vegetais tornando-as mais
resistentes tanto a baixas temperaturas quanto a desidratacao provocada pelas
temperaturas congelantes. No caso do trigo, a aclimatagao ocorre abaixo de 2
°C (GUSTA et al., 2004; VAGUJFALVI et al., 1999). As ISP podem ser
encontradas em diversas partes da planta como: sementes, caules, cascas,
ramos, brotos, flores, gomo, frutos, raizes, rizomas e tubérculos, sendo
secretados no xilema, parede celular e espacgos intracelulares dos tecidos
(GRIFFITH e YAISH, 2004; MISHRA e PATTNAIK, 1999). Dentre as plantas mais
estudadas quanto a presenca das ISP, destaca-se o centeio e o trigo
(CAMPELO, 2014; CREVEL, FEDYK e SPURGEON 2002; HASSAS
ROUDSARI, 2011; HON et al, 1994; QUEIROZ, 2015; VIEIRA, 2011).

As ISP presente nas plantas para atuarem na modificagao dos cristais de
gelo durante a exposicdo a baixas temperaturas, sao sintetizadas
endogenamente pelas células sendo, posteriormente, secretadas pela
membrana plasmatica dentro dos espacos intercelulares (ATICI e
NALBANTOGLU, 2003).

A identificacdo e caracterizacdo de ISP isoladas de folhas trigo foi
estudada por Vieira (2011). Foi verificado através de imagens dos géis obtidos
por eletroforese SDS-PAGE, que o cultivo dessas plantas em ambiente
aclimatado apresentou diferentes peptideos com valores de massas moleculares
que estao dentro da faixa das ISP presentes em plantas aclimatadas ao frio e

com atividade crioprotetota.

20



As IPS s&o conhecidas pela capacidade de interagir com os cristais de
gelo reduzindo o ponto de congelamento sem modificar o ponto de fusédo e a
pressdao osmotica, além de retardar a recristalizagdo durante a estocagem sob
temperaturas de congelamento evitando o aparecimento de cristais de gelo
maiores (PIROZI e MACRITCHIE, 2002).

3.7.1. Formacao e estrutura dos cristais de gelo

E essencialmente importante a precaucdo com relacdo a formacdo de
cristas de gelo na porgdo interna dos organismos durante o processo de
congelamento, uma vez que a cristalizagdo pode provocar o rompimento das
membranas celulares e desidratagdo. O congelamento ocorre em temperaturas
de - 18° C ou menores. Nesta temperatura ocorre a cristalizagdo da agua e a
formacéao dos cristais de gelo (CAMPELO, 2014; FELLOWS, 2000).

A formacgédo do cristal de gelo é resultante do arranjo espacial das
moléculas de agua em que cada molécula de agua estabelece uma ligagéao de
hidrogénio com outra molécula de agua nas proximidades dando origem a uma
conformagao tetraédrica. O arranjo das moléculas de agua favorece o
crescimento de forma orientada do cristal de gelo ao longo de dois planos: plano
basal e plano do prisma. Em condi¢des normais (agua pura), a formagéao do
cristal de gelo assume formato hexagonal, com planos e eixos como mostrado
na Figura 3. O plano com os eixos a € chamado de plano basal, onde esses
eixos sao distribuidos em a1, a 2 e a 3 situados ao longo da base do prisma e o
plano do eixo ¢ € denominado plano do prisma que se situa perpendicular ao
eixo a (GUPTA e DESWAL, 2014; WHATEN e JIA, 2005).
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eixo-c

Figura 3- Representagdo esquematica de um cristal de gelo.
Fonte: Hew e Yang (1992).

O crescimento em direcdo ao plano do prisma ocorre de forma mais
acelerada do que na diregcao da base do plano. Essa diferenca esta associada a
diferentes configuragdes da molécula de agua e das posigao das ligagbes de
hidrogénio alterando o comportamento estrutural do cristal durante a sua
formacao (GUPTA e DESWAL, 2014; TOKAREW, 2011; WHATEN e JIA, 2005).
Além disso, a temperatura exerce papel importante quanto a morfologia dos
cristais. Em temperaturas ligeiramente abaixo de 0 °C, os cristais de gelo
assumem configuragao de discos arredondados e em temperaturas mais baixas
apresentam formas irregulares (HASSAS-ROUDSARI e GOFF, 2012).

A recristalizacao de gelo ocorre em temperaturas menores que 0 °C. Este
fendbmeno acontece quando ha flutuagbes na temperatura provocando o
aumento do numero de ciclos de congelamento e descongelamento, devido a
uma maior taxa de recristalizacdo. O processo de recristalizacdo promove o
desaparecimento de cristais de gelo menores e o crescimento de cristais de gelo
maiores, sendo estes ultimos responsaveis pela ruptura de células e tecidos
(GRIFFITH e EWART, LIN e HEW, 1999; TOKAREW, 2011; ZARITZKY, 2000).
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3.7.2. Interagao entre as ISP e os cristais de gelo

Em temperaturas de congelamento, as ISP se caracterizam pela
habilidade de interagir com a nucleacdo do gelo ligando-se em pontos
especificos na superficie do cristal influenciando o crescimento e a sua
morfologia e impedindo a recristalizagdo do gelo (BARRET, 2001; CREVEL et
al., 2002; KONTOGIORGOS, GOFF e KASAPIS, 2008; MISHRA e PATTNAIK,
1999). Além disso, essas proteinas sdo capazes de diminuir a temperatura de
expansao macroscoépica do gelo, reduzir o ponto de congelamento e ao mesmo
tempo retardar a recristalizacdo sem alterar a temperatura de fusdo e a pressao
osmotica, de uma forma nao coligativa, evento este conhecido como histerese
térmica (BARRET, 2001; FEENEY e YEH, 1993; PROVESI e AMANTE, 2015;
YEH e FEENEY, 1996). A histerese térmica é a diferenga entre a temperatura de
fusdo e o ponto de congelamento de uma solugdo na presenga de ISP
(ZACHARIASSEN e KRISTIANSEN, 2000). Devido a essas caracteristicas, as
ISP também sao conhecidas como proteinas da histerese térmica.

De acordo com Atici e Nalbantoglu (2003), na auséncia de ISP, o cristal
de gelo cresce de forma arredondada e planar, paralelo ao eixo basal (eixo a)
apresentando pouco crescimento perpendicular ao eixo c. Na presenca das ISP,
essa proteinas se aderem a superficie do cristal no plano do prisma, deixando a
plano basal livre para crescimento. Dessa forma, o crescimento do cristal sera
alterado morfologicamente, assumindo uma forma alongada, bipiramidal ou
forma de agulha, uma vez que o crescimento ocorre preferencialmente ao longo
do eixo c (Figura 4) (ANTIKAINEN e GRIFFITH, 1997; HON et al., 1994; JIA e
DAVIES, 2002; PROVESI e AMANTE, 2015).
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Figura 4- Morfologia de um cristal de gelo. A: Sem a presenca da ISP, crescimento em
todas os planos; B: Com a presenga da ISP, crescimento ao longo do plano prisma.
Fonte: Jia e Davies (2002), Provesi e Amante (2015), adaptado.

a

Segundo Barret (2001), a associagao de ISP a superficie do cristal de gelo
promove a inibicdo do crescimento dos cristais em pontos especificos,
permitindo assim o crescimento dos cristais apenas entre as moléculas de ISP.
Essa interacao entre a ISP e a superficie do gelo foi sugerida no modelo “botéao
colchao” (Figura 5) por Knight, Cheng e Devries (1991) uma vez que esta
aderéncia é de forma irreversivel e provoca curvaturas na superficie do gelo. De
acordo com este modelo, a proteinas interagem no cristal de gelo por adsorgao

(KONTOGIORGOS, GOFF e KASAPIS, 2008).

A B

Agua
ISP

Figura 5- Modelo “botao colchao” da interagdo das ISP com a superficie do gelo. A:
aderéncia das ISP na superficie do gelo. B: alteragdo da morfologia do gelo apds a aderencia das ISP

na superficie.
Fonte: Barret (2001).

A hipétese de que a adsor¢cdo molecular numa superficie é
essencialmente irreversivel, baseia-se na estimativa do numero de possiveis
ligagdes de hidrogénio que precisam ser rompidas antes de uma molécula de
ISP ser aderida ao cristal de gelo (YEH e FEENEY, 1996).
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A associacédo das ISP com a superficie do gelo reduz a estabilidade do
gelo e diminui o contato entre a superficie do gelo e a interface da agua. Dessa
forma, o incremento de agua na superficie do cristal fica desfavorecida inibindo,
consequentemente, o crescimento do cristal de gelo (BRODEL et al., 2013). A
modificacdo da morfologia do gelo pelas ISP esta associada a presenga de
terminais polares de aminoacidos que se ordenam possibilitando interacdes
estaveis com a superficie do cristal (HON et al., 1994). Para Clarke, et al. (2002),
o termo "anticongelante" ndo representa com precisdo a sua fungao natural. A
aplicacao dessas proteinas em sistemas congelados n&o evitam o congelamento
e sim, orienta o formato, o tamanho e a agregagao de cristais de gelo.

O tamanho e o formato do gelo em cada plano cresce em ritmo diferente
apos interagdo das ISP com a agua. Essa diferengca de crescimento esta
associada ao posicionamento dos liquidos presentes no meio e a ligagao de
hidrogénio que promove variadas caracteristicas de superficie (HASSAS-
ROUDASARI, 2011).

3.7.3. Aplicagao das ISP na manutengao da qualidade dos alimentos

Uma das causas de deterioragcdo dos alimentos durante o
armazenamento congelado é a recristalizagcdo de gelo. Isto é reforcado por
flutuagbes de temperatura, principalmente, durante ciclos de congelamento e
descongelamento (CLARKE et al., 2002). Devido a capacidade das ISP associar-
se ao cristal de gelo, promover a diminuicdo da temperatura de congelamento e
retardar a recristalizagao durante o congelamento e descongelamento (FEENEY
e YEH, 1998) esses crioprotetores bioldgicos possuem caracteristicas potenciais
para melhorar a qualidade de alimentos congelados durante o congelamento,
descongelamento, armazenagem e transporte, além de evitar a perda de textura
reduzindo os danos celulares e a preservagdo dos nutrientes inibindo a sua
perda e a saida de agua dos alimentos. Essas caracteristicas oferecem grandes
perspectivas para aplicagdo na industria alimenticia uma vez que pequenas
quantidades dessa proteina sado suficientes para a sua atuacao, o que a tornaria
economicamente viavel (CLARKE et al., 2002; KIANI e SUN, 2011; HASSAS-
ROUDSARI e GOFF, 2012). Venketesh e Dayananda (2008) sugerem que estes
anticongelantes bioldgicos podem ser adicionadas aos alimentos fisicamente por

mistura, injecao, imersao, infiltragdo por vacuo e por transferéncia de genes.
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Panadero et al. (2005) estudaram a transferéncia de genes de ISP
expressa do peixe Myoxocephalus aenaeu em estirpes da levedura
Saccharomyces cerevisiae com o objetivo de melhorar a taxa de gaseificagédo e
a producgao de CO2 em massas congeladas. Os resultados demonstraram que a
transferéncia do gene apresentou pouco efeito sobre a capacidade de
gaseificagdo no fermento apos a congelamento.

Em um estudo realizado com massas congeladas de pao francés, Vieira
(2011) analisou o efeito de ISP na estabilidade deste produto frente aos impactos
negativos causados pelo congelamento e descongelamento. Foi observado que
houve uma tendéncia a reduc¢ao da sinérese na presenca de ISP, melhorando o
aspecto fisico da estrutura da massa devido a uma possivel alteracdo na
morfologia do gelo formados durante o armazenamento congelado e os
repetidos ciclos de congelamento e descongelamento. Segundo esta mesma
autora, as ISP tornam-se uma alternativa interessante na conservacido de
alimentos congelados, uma vez que possuem a capacidade de minimizar e até
mesmo eliminar os problemas causados na matriz alimenticia durante o
processo de congelamento e descongelamento.

Diversos estudos abordam a aplicacdo das ISP como uma opcéo na
conservacgao de diversos géneros alimenticios. Payne e Young (1995) avaliaram
os efeitos da administragao pré abate de varias concentragdes de glicoproteinas
anticongelantes na qualidade da carne de cordeiro apos o descongelamento
avaliando a qualidade sensorial (sabor estranho, aroma durante o
armazenamento, textura, maciez, suculéncia e aceitacao global) e a perda por
gotejamento. Estes autores observaram que inje¢des de 24 h antes do abate na
concentracgéo de 0,01 mg kg'! peso corpéreo reduziu a perda por gotejamento e
o tamanho dos cristais. Para esta concentragcao, nao foi observado alteragdes
sensoriais significativas para os parametros avaliados.

Os melhores resultados na aplicagao de ISP em alimentos foi na redugéo
da recristalizagdo em produtos lacteos (FEENEY e YEH, 1998). Estudos
demonstram que ISP podem ser adicionadas ao sorvete durante a fase semi
congelada. Este incremento inibe a cristalizacdo do gelo melhorando a textura
final do produto final. A presenca desta proteina no sorvete promove lenta
solidificacdo em temperaturas de - 18 °C a - 30 °C sem a formacgao de cristais de
gelo grandes (HUANG et al., 1992; WARREN et al., 1992). Resultados similares
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foram encontrados por Regand e Goff (2006) quando adicionaram extratos
obtidos de folhas de trigo de inverno contendo ISP em misturas de sorvete e
compararam com a mistura de sorvete sem a adicdo dessa proteina. As
amostram que continham estas proteinas apresentou cristais de gelo menores
durante a etapa de choque térmico, demonstrando que essas proteinas séo

efetivas na inibicdo da recristalizagdo do gelo em produtos congelados.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Delineamento estatistico

O experimento foi realizado em duas etapas. Primeiramente, o estudo foi
conduzido segundo o Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC) com 3
repeticoes, sendo os dados obtidos na avaliacao do efeito da adigdo dos extratos
de ISP sobre a viabilidade das leveduras isoladas de fermento bioldgico
comercial quanto ao congelamento em meio de cultura analisados em esquema
fatorial tendo como fator concentragdo de proteina (0 pg, 4 ug, 6 pg, 8 ug e
12 ug de proteina. 100 mL-' de meio de cultura YPG) e tempo de armazenamento
sob congelamento (0, 10, 20, 30 e 40 dias). Os dados obtidos foram analisados
por Analise de Variancia (ANOVA) com comparacao de médias dos tratamentos
pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de significancia. Posteriormente, os dados
obtidos na determinacéo do efeito do extrato de ISP sobre as leveduras durante
o congelamento em massas foram avaliados segundo DIC com 3 repeti¢cbes por
esquema fatorial tendo como fator concentragcao de proteina (0 ug de proteina.
100 g' de massa e 8 ug de proteina. 100 g' de massa) e tempo de
armazenamento sob congelamento (0, 10, 20, 30 e 40 dias). Os dados obtidos
foram analisados por Analise de Variancia (ANOVA) e avaliados pelo teste F a
0,05 de probabilidade. A analise estatistica de ambas as etapas foram realizadas
utilizando o sistema SAS (Statistical Analysis System — SAS Institute Inc., North
Carolina, USA) versao 9.3, licenciado para uso pela Universidade Federal de

Vigosa.
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4.2. Desenho experimental
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4.3. Obtencao do extrato

4.3.1. Obtencao das folhas de trigo

Foram utilizadas sementes de trigo da variedade BRS Guabiju,
desenvolvida e fornecida pela Embrapa Trigo, as quais foram cultivadas de
acordo com a metodologia descrita por Vieira (2011), com modificagdes. A
escolha desta cultivar foi baseada na qualidade dos graos e pela aptiddo em
panificagdo devido a superior forga do gluten (SCHEEREN et al., 2005) e por ser
uma variedade brasileira. O cultivo das plantas foi realizado no Laboratério de
Panificacdo e Massas, no Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA) na
Universidade Federal de Vigosa (UFV).

As sementes de trigo foram previamente selecionadas e lavadas com
agua para remogao de sujidades sendo posteriormente semeadas em bandejas
de poliestireno expandido (Isopor®) de 200 células, contendo substrato
comercial a base de casca de pinus acrescido de uma mistura denominada
Osmocote® Plus 15-9-12. Em cada célula foram colocadas 2 sementes. Ao final,
todas as células foram cobertas com terra previamente peneirada com o auxilio
de peneira (Granutest®) com 0,074 mm de abertura.

As sementes foram cultivadas em temperatura ambiente por 17 dias, com
iluminagao natural de aproximadamente 518 ymol m2.s™!, sendo regadas com
agua diariamente. Apds esse periodo, as plantas foram transferidas para a
aclimatagao ao frio em estufa incubadora (Eletrolab® EL 202/4) mantidas em
condi¢des controladas de temperatura com sistema de refrigeracéo (3 °C -
6 °C £ 0,5 °C) e umidade relativa (UR ~ 69 %) em regime de luz de 10-14 h
(dia/noite) e iluminagdo de aproximadamente 40,5 ymol m2.s™!, com auxilio de 5
lampadas Grolux (Sylvania® F15W T2) durante 25 dias. Durante esse periodo,
as plantas foram regadas com solugao nutritiva de sulfato de aménio (NH4)2SO4
a 1 % (m/v) semanalmente e com agua diariamente. Apos 25 dias de cultivo
aclimatado, as plantas foram colhidas para a obtencao dos extratos de ISP a

partir de suas folhas.
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4.3.2. Obtencao do extrato de ISP

O extrato de ISP foi obtido de acordo com a metodologia descrita por
Hassas-Roudsari (2011) adaptado por Campelo (2014). As folhas colhidas foram
lavadas com agua destilada, cortadas com tesoura em seg¢des de 3 cm de
tamanho e impregnadas a vacuo por 30 min com solugédo tampao de 20 mM de
acido ascorbico (CeHgOs) (Vetec®) (pH 3) e 20 mM de cloreto de célcio (CaCl»)
(Impex®), na proporgdo de 1:5 (amostra g: tampao g. mL-"). Posteriormente as
folnas foram trituradas em processador de alimentos (Rival® IB 954), em
velocidade baixa por aproximadamente 2 min. Em seguida, a mistura foi
centrifugada (Nova Técnica® NT 815) a 2000 x g por 20 min a 4 °C e o
sobrenadante foi removido por filtragdo em papel filtro Whatman n° 40 (GE
Healthcare®). O filtrado foi submetido ao tratamento térmico a 75 °C por 20 min
em banho maria (Solab® SL 150/22), centrifugado (Nova Técnica® NT 815) a
4000 x g por 20 min e novamente filtrado em papel filtro Whatman n° 40 (GE
Healthcare®). Os filtrados foram acondicionados em frascos esterilizados de
polipropileno (Falcon®) de 50 mL, identificados e armazenados sob refrigeragéo

(7 °C) até o momento da sua utilizagao.

4.3.3. Caracterizacgao fisico quimica do extrato de ISP
A quantificagao proteica dos extrato de ISP foi avaliada pelo método de
Kjeldahl modificado a partir de amostras contendo 0,800 g + 0,05 g conforme
metodologia descrita por AOAC (2012) utilizando fator de conversao 6,25. O teor

de proteina bruta dos extratos foi calculado conforme a Equacéao 1:

VxNxFcxfx MM yx100
M

% Proteinas =

Em que:

V = Volume de HCI gasto na titulagdo (mL)
N = Normalidade do HCI (0,05 mol.L"")

Fc = Fator de corregcédo do HCI (0,911)

f = Fator de conversdo de N = 6,25

MMn = Massa molar do N = 14 g. mol -’
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M = Massa da amostra (g)

Para avaliar o teor de so6lidos totais no extrato de ISP foram pesadas 2 g +
0,05 g de amostra do extrato de ISP em placas de vidro previamente taradas e
pesadas. Essas foram aquecidas em estufa (Nova Etica® 400 ND) a 105 °C por
1 h, resfriadas por 1 h e novamente pesadas. As etapas de aquecimento,
resfriamento e pesagem foram repetidas até obtengcdo de peso constante. Os
conteudos de umidade foram determinados pela Equagéo 2 (método 925.09 da
AOAC, 2012).

_ px100

%U P

Em que:
% U = Umidade a 105 °C
p = massa da amostra Uumida (g) - massa da amostra seca (g)

P = massa da amostra umida (Q)

O conteudo de sélidos totais foram obtidos pela diferengca entre a massa

total e a umidade da amostra.

Para a analise do teor de cinzas totais no extrato de ISP, cadinhos de
porcelana (30 mL) foram previamente aquecidos em mufla (Tecnal® TE-387) a
600 °C, resfriados em dessecado por 1 h e pesados. Nestes foram pesados 2 g
1 0,05 g de amostra sendo, em seguida, concentradas em estufa a 105 °C (Nova
Etica® 400 ND) e posteriormente incinerados em mufla (Tecnal® TE-387) a 600
°C. As amostras incineradas foram resfriadas em dessecador por 1 h e pesadas.
O teor de cinzas totais foi determinado pela Equagdao 3 (método 923.03 da
AOAC, 2012).

px100
P

% cinzas =

(Eq. 3)
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Em que:
p = massa de cinzas (g) = massa do cadinho com a amostra (g) - massa do
cadinho vazio (g);

P = massa da amostra (g).

Para determinagao do pH do extrato de ISP utilizou-se o medidor de pH
digital (Digimed DM 20) previamente calibrado introduzindo-se o eletrodo
diretamente no extrato para a leitura do pH conforme metodologia de IAL (2008)
adaptado.

A presenca e a distribuicdo de ISP no extrato obtido foi estudada por
eletroforese em gel de poliacrilamida em presencga de dodecil sulfato de sédio
(SDS-PAGE). Amostras de 2 mL de extrato de ISP foram concentradas em
concentrador (Eppendorf® concentrator plus), a fim de reduzir o volume da
amostra e aumentar a quantidade de proteina em pug.uL"'. Para realizagdo da
eletroforese, foi utilizado o método vertical com placas de 10x10 cm, descontinuo
de alta resolugdo em SDS—PAGE, descrito por Vieira (2011) com adaptagdes,
empregando-se gel de empilhamento (stacking gel) de poliacrilamida (Sigma
Alderich®) a 4 % (m/v) e gel de fracionamento (runnig gel) de poliacrilamida
(Sigma Alderich®) a 12,5 % (m/v) em uma voltagem constante de 80 V durante
3 h utilizando padrbes de baixa massa molecular (GE Healthcare®). Para
coloragao do gel foi utilizada solugédo de comassie blue em 50 % (v/v) etanol e
10 % (v/v) acido acético. O gel foi avaliado qualitativamente e as bandas de

proteinas identificadas visualmente.

4.4. Caracterizagcao dos fermentos biolégicos comerciais

4.4.1. Analises fisico-quimicas
Foi avaliada pelo método de Kjeldahl modificado para proteina bruta a
partir de amostras contendo 2 g + 0,05 g (AOAC, 2012).
Para avaliacdo da umidade, sdlidos totais e cinzas foi utilizada as
metodologias descritas pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC,

2012) mencionadas nos itens 4.3.3.
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4.4.2. Isolamento e quantificagao de leveduras

Foram utilizadas amostras de fermento biolégico fresco e fermento
biolégico seco instantaneo (Fleishmann®) conforme metodologia descrita por
Silva et al. (2010) com modificagées de Lindholz et al. (2010). Foi retirada, de
forma asséptica, 25 g de fermento biolégico e adicionados 225 mL de solugéo
salina 0,85 % (m/v) e posteriormente homogeneizadas por 3 min seguido de
diluicbes seriadas. Aliquotas de 0,1 mL das diluicdes foram plaqueadas por
espalhamento em superficie (spread plate) em meio solido YPG (yeast extract-
peptone-dextrose) contendo 1 % (m/v) de extrato de levedura (Kasvi®), 2 % (m/v)
de peptona (Kasvi®), 2 % (m/v) de glicose (Dinamica®) e 2 % (m/v) de agar
(Vetec®) em placas de Petri descartaveis (Kasvi®) em duplicata e em seguida,
as placas foram incubadas em estufa BOD (Eletrolab® EL 202/4) a 30 °C por 48
h. Apés este periodo, foi realizada a contagem de unidades formadoras de
col6nia (UFC) de cada repeticdo e a média dos resultado foi expresso como log
UFC. g. As coldnias foram transferidas para tubos de ensaio contendo 5 mL de
caldo YPG (extrato de levedura (Kasvi®) a 1 % (m/v), peptona (Kasvi®) a 2 %
(m/v) e glicose (Dindmica®) a 2 % (m/v) e, em seguida, incubadas a 30 °C por
48 h. Apos este periodo, 1 mL foi transferido para microtubos esterilizados e
centrifugados (Centrifuge® 5418) a 3500 x g por 15 min. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspendido com 1 mL de caldo YPG adicionado
de 30 % (v/v) de glicerol estéril e estocados a - 25 °C para analises posteriores.
As estirpes isoladas foram codificadas como MScF (estirpe isolada de fermento
biolégico fresco) e MScS (estirpe isolada de fermento biolégico seco

instantaneo) para efeito de discussao nesse trabalho.

4.4.3. Confirmagao da identidade de leveduras

O DNA das estirpes de leveduras isoladas de fermento bioldgico fresco e
seco foi extraido de acordo com a metodologia proposta por Lachance (1990)
adaptada por Silva (2016). As estipes foram incubadas em meio liquido YPG a
28 °C por 12 h. Apds este periodo, o material foi distribuido em microtubos e
centrifugadas por 2.236 x g por 10 min. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e o pellet formado foi incubado em tampao de lise [50 mL de Tris-
HCI 1 M, pH 8,0; 10 mL de EDTA 0,5 M, pH 8,0; 20 mL de NaCl 5 M; 50 mL de
SDS a 10% (m/v)] a 65 °C por 30 minutos. Apds este procedimento, foi
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adicionado 100 pul de solugao fenol:cloroférmio:alcool isopropilico na propor¢ao
25:24:1. Posteriormente, as amostras foram agitadas durante 3 minutos e
centrifugadas a 6.000 x g por 15 min. Apds este periodo, o sobrenadante foi
transferido para outro microtubo sendo adicionado um volume de 100 uL de
etanol 95 % (v/v) gelado e 20 yL de solugdo de acetato de sédio 3 mol.L-' (m/v).
ApoOs essa etapa, a amostra foi homogeneizada por inversdo e novamente
centrifugada a 6.000 x g por 3 min. O sobrenadante foi descartado e o DNA
ressuspendido com 100 pL de solugéo tampao TE pH 8,0 (10 mL de Tris-HCL
1M, pH 8,0; 2mL de EDTA 0,5 M, pH 8,0). O DNA gendmico total foi quantificado
em NanoDrop ND 1000 (NanoDrop Technologies).

A identificagédo das leveduras foi realizada por sequenciamento da regiao
D1-D2 do fragmento do gene da subunidade maior do ribossomo 26S (MEYER,;
ROSA e LACHANCE, 1998) e as amostras enviadas a empresa Macrogen® Inc.
(Coréia do Sul) utilizando a sequéncia dos oligonucleotideos descritos na Tabela
1.

Tabela 1- Sequéncia de oligonucleotideos para reagéo de amplificagao.

Primer Sequéncia
NL1 5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’
NL4 5- GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’

Fonte: Meyer, Rosa e Lachance (1998).

Apds a obtencdo dos dados do sequenciamento, os mesmos foram
analisados usando o programa CLC Genomics Workbench versdo 6.5.1
(CLCbio) para triagem dos dados, removendo os nucleotideos mal
sequenciados, para triagem e obtengdo das sequéncias consenso, as quais
foram alinhadas as sequéncias contidas no banco de dados GenBank
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/) usando a ferramenta BLAST

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).
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4.4.4. Avaliagao do crescimento microbiano

O crescimento das leveduras isoladas dos fermentos bioldgicos fresco e
seco foi avaliada e determinada a velocidade especifica (ux) de cada estirpe.
Para isso, um pré-inéculo de cada estirpe de levedura foi preparado em frascos
com 9 mL de meio liquido YPG acrescido de 1 mL de cada estirpe e incubados
a 30 °C por 12 h em duplicata. Apds este periodo, aproximadamente 2 mL da
cada cultura ativa foi transferida para 30 mL de meio YPG para
acompanhamento da multiplicacido celular via leituras de absorbancia em
espectrofotdmetro (Pharmacia Biotech® Novaspec Il) no comprimento de onda
de 600 nm a cada 2 h até que fosse atingida a fase estacionaria. Quando
necessario, os inéculos foram diluidos em meio liquido YPG para obter a
concentracdo apropriada para leitura da absorbancia no equipamento. A
velocidade especifica de crescimento (ux) foi avaliada com base no modelo

matematico de Gompertz modificado (Equacao 4).

Y(t)=A+C {exp[— exp( —B (t — M))]}
(Eq. 4)

Em que:

Y(t)= Densidade populacional do micro-organismo no tempo t

A= Valor de assintota inferior (log N (- «)) — 0 que representa o log da populagao
inicial de micro-organismo

C = valor da assintota superior (log N(+«)) — 0 que representa o log da densidade
maxima da populagdo microbiana durante a fase estacionaria menos o log da
populagao inicial

M = tempo em que a velocidade de crescimento absoluta € maxima

B = velocidade de crescimento relativa no tempo M

t = tempo

As equacbes 5, 6, 7 e 8 apresentam os parametros associados com a

equacao de Gompertz modificada.
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px = -
(Eq. 5)
e
GT = [Log(=2)] (5
(Eq. 6)
1
A=M- (5
(Eq. 7)
MPD =A+C
(Eq. 8)

Em que:

e = constante neperiana

ux = taxa de crescimento [Log (UFC. mL"). h'"]
GT = tempo de geracao (h)

A = duragao da fase lag

MPD = log da densidade maxima da populagdo [Log (UFC. mL")]

Os dados foram ajustados as equacgdes e analisados pelo software DMFit
versao 2.1 cedido pelo Dr. Baranyi (www.ifr.ac.uk/safety/DMfit) e executado a

partir da planilha eletrénica Microsoft Excel.

4.5. Efeito dos extratos sobre a viabilidade das leveduras

4.5.1. Avaliacao do efeito da adicao dos extratos de ISP sobre a
viabilidade das leveduras isoladas de fermentos biolégicos
comerciais quanto ao congelamento em meio de cultura.

Foi avaliada a resisténcia das células de leveduras isoladas de fermento
seco e fresco quanto ao congelamento no tempo 0 e apds 10, 20, 30 e 40 dias
de congelamento sem os extratos de ISP (0 ug de proteina. 100 mL-' de meio de

cultura YPG - controle) e com concentragdes de 4 ug, 6 ug, 8 ug e 12 ug de
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proteina .100 mL™" de meio de cultura YPG em trés repeticdes. Foi retirada uma
aliquota de 1mL da estirpe de levedura isolada conforme item 4.3.2 e ativada em
9 mL de meio liquido YPG a 30 °C por 12 h. Apds este periodo, 900 pL desta
suspensao foram distribuidas em microtubos e centrifugados (Centrifuge® 5418)
a 3500 x g por 15 min. Em seguida o sobrenadante foi descartado e o pellet
formado foi ressuspendido com 900 pL de meio liquido YPG contendo as
diferentes concentracdes de extrato de ISP. Posteriormente, as amostras foram
congelados a - 22 °C. O plagueamento foi realizado pelo método spread plate
em meio solido YPG. Aliquotas de 100 pL das diluigcbes foram plagueadas em
placas de Petri descartaveis (Kasvi®) em duplicata e em seguida, as placas
foram incubadas a 30 °C (Eletrolab® EL 202/4) por 48 h. Apéds este periodo, foi
realizada a contagem de unidades formadoras de col6nia (UFC) e o resultado foi
expresso em log UFC mL .

A contagem de leveduras viaveis foi realizada em cadmara de Neubauer
(New Optics®) conforme metodologia proposta por Neves (2003) com
adaptagdes no tempo 0 e apds 10, 20, 30 e 40 dias de congelamento sem os
extratos de ISP (0 ug de proteina.100 mL™" de meio de cultura YPG - controle) e
com concentragdes de 4 ug, 6 ug, 8 ug e 12 ug de proteina.100 mL' de meio de
cultura YPG em trés repeticbes. Para diluicdo da amostra e carregamento da
camara, foi coletada 100 yL da amostra de suspensao celular e transferida para
um microtubo de 1,5 mL. Em seguida, o volume do microtubo foi completado
com 800 pL de agua destilada e 100 yL de solugdo de azul de metileno 1 %
(m/v). A contagem de células da camara de Neubauer foi realizada por
visualizacdo microscépica, onde foi efetuada nos 4 quadrantes maiores
localizados nas laterais da camara com o auxilio do microscépio optico
(Olympus® BX41) no aumento de 40 x. A viabilidade das células foi observada
através da coloragdo com azul de metileno, e o calculo do numero de células

viaveis foi realizado de acordo com a Equagéo 9 e expresso em log Cel. mL™".

N (Cel. mL™') =CxQxDx10*
(Eq.9)
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Em que:

N = Concentracéo celular (células.mL™?)

C = Média da contagem de células viaveis
Q = Numero de quadrantes da camara (16)
D = Fator de diluicao (10 x)

10* = Volume da camara de Neubauer (mL)

A porcentagem de células n&o viaveis foi avaliada através do numero de
células coradas de azul presentes na amostra no tempo 0 e apés 10, 20, 30 e 40
dias de congelamento sem os extratos de ISP (0 ug de proteina .100 mL™' de
meio de cultura YPG - controle) e com concentragdes de 4 ug, 6 ug, 8 ug e 12
ug de proteina. 100 mL-' de meio de cultura YPG em trés repeticdes. O nimero
de células nao viaveis foi avaliado pela razdo entre o numero de células nao
viaveis e o numero de células totais conforme metodologia proposta por Neves
(2003).

A porcentagem de células nao viaveis foi obtida através da Equagéo 10:

o1 = N; x 100
N,
(Eqg. 10)
Em que:
% | = Porcentagem de células néo viaveis
N1= Numero de células néo viaveis

N2 = NUmero de células totais

4.6. Analise microscopica das estirpes de leveduras isoladas de
fermentos bioldgicos comerciais congeladas em meio contendo
diferentes concentragoes de ISP

A visualizagao das estirpes de leveduras isoladas dos fermento biolégicos
comercial fresco e seco instantaneo foi avaliada como descrito por Silva et al.
(2010), com adaptacdes para observagao microscoépica a fresco no tempo 0 e
apo6s 10, 20, 30 e 40 dias de congelamento sem os extratos de ISP (0 ug de
proteina. 100 mL-' de meio de cultura YPG - controle) e com concentragbes de

4 ug, 6 ug, 8 ug e 12 ug de proteina .100 mL-' de meio de cultura YPG. Uma
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aliquota de 10 L foi retirada do microtubo contendo a suspenséo de levedura e
colocada sobre uma lamina de vidro, sendo, posteriormente, coberta com uma
laminula. As caracteristicas morfologicas das células foram observadas com
auxilio de microscopio 6ptico Olympus BX50 no aumento de 100 x e as imagens

foram fotodocumentadas usando o programa Q Capture Pro versao 6.0.

4.7. Efeito do extrato de ISP sobre as leveduras durante o
congelamento em massas

As massas de pao francés foram elaboradas segundo método 10-10B da

AACC (2000) com modificagées de Vieira (2011) em condigbes laboratoriais.

Para cada repeticdo, 280 g de farinha de trigo foram utilizadas seguindo a

formulagdo como descrita na Tabela 2:

Tabela 2- Formulagdo da massa de pao francés.

Ingredientes Formulagao (Baker's %)
Farinha de trigo tipo 1 (Vilma®) 100
Acucar cristal comercial (Alvinho®) 6,0
Fermento bioldgico seco instantaneo (Fleischman®) 5,5
Reforcador (Bunge®) 0,5
Cloreto de sddio (Sosal®) 1,5
Gordura vegetal hidrogenada (Primor®) 1,0
Agua destilada esterilizada 60,0

Os ingredientes foram pesados em balanga semi analitica e misturados
em masseira (Arno® modelo BPA) com haste tipo gancho por aproximadamente
8 minutos até o desenvolvimento da massa com aspecto liso e homogéneo.
Primeiramente, foram adicionados e homogeneizados os ingredientes secos em
seguida, o fermento previamente diluido em agua para garantir melhor
incorporagdo na massa. A gordura vegetal hidrogenada foi adicionada apds
alguns minutos de mistura sendo, por fim adicionada a agua. Neste trabalho, a
escolha pelo fermento seco instantdneo para elaboragdo das massas
congeladas foi baseada na praticidade de uso, maior durabilidade, dispensa a
necessidade do armazenamento refrigerado e ser economicamente mais viavel.

As massas prontas foram divididas em pecas de 25 £ 0,2 g, e estas foram
boleadas, cilindradas e modeladas manualmente, acondicionadas em mini

formas de aluminio retangulares de 33 cm3® previamente esterilizadas, e em
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seguida cobertas com pelicula semi transparente (Parafilm®) para congelamento
em freezer a - 25 °C por 3 h. As massas congeladas foram desenformadas e
acondicionadas em sacos de polietileno esterilizados para evitar contaminacao
cruzada e perda de agua durante a estocagem e, posteriormente, identificados.
As amostras foram mantidas em freezer a - 25 °C para analises nos tempos 0,
10, 20, 30 e 40 dias de armazenamento (Figura 7).

Foram preparadas massas sem adi¢ao de extrato de ISP (0 ug de proteina
100 g’ de massa - controle) e massas com extrato de ISP em quantidade
suficiente de para fornecer 8 ug de proteina. 100 g' de massa. O extrato foi
adicionado a massa diluido em agua. Foram realizadas 3 repetigcbes de cada
tratamento, em que cada tratamento deu origem a 15 paes sendo utilizados e
escolhidos de forma aleatdéria para as analises de determinagcdo da
sobrevivéncia da levedura na massa, medida da taxa fermentativa e volume da
massa durante os tempos 0, 10, 20, 30 e 40 dias, totalizando 90 paes.

Também foram preparadas massas sem adicdo de fermento e sem adi¢ao
de extrato de ISP e massas com fermento e sem adicdo de extrato de ISP
(controle negativo e positivo, respectivamente) para cada repeti¢cdo. O objetivo
destes controles foi garantir que todo gas produzido na massa fosse
exclusivamente proveniente do metabolismo da levedura. Dessa forma, os
valores encontrados nestes controles foram descontados nos resultados obtidos
das formulagdes de massas sem adi¢ao de extrato de ISP aclimatado (0 ug de
proteina. 100 g”' de massa - controle) e massas com extrato de ISP aclimatado
ao frio (8 ug de proteina. 100 g' de massa) nas andlises de volume e de

producao de COa.
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Pesagem dos ingredientes

l

Mistura em masseira (~8 min)

l

Pesagem (25 + 0,2 g)

l

Boleamento

l

Cilindragem manual

l

Modelagem manual

l

Acondicionamento em mini
férmas de aluminio

l

Congelamento (- 25 °C/3 h)

l

Embalagem (sacos de
polietileno esterilizados)

l

Armazenamento — 25 °C (0,
10, 20 30 e 40 dias)

Figura 7- Etapas da preparacao da massa de pao francés congelada.
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4.7.1. Determinagado da resisténcia das leveduras na massa apés o
congelamento

Para contagem de células de leveduras presentes na massa, foi utilizada

a metodologia descrita por Silva et al. (2010) com modifica¢gdes de Lindholz et
al. (2010). Foram retirados de forma asséptica e aleatoria 25 g de massa e
adicionados a 225 mL de solugéo salina 0,85 % (m/v) sendo, posteriormente,
homogeneizados por 10 min seguido de diluigdes seriadas. O plagueamento foi
realizado pelo método spread plate em meio de cultura agar YPG acrescido de
1 % (v/v) de solugdo de acido tartarico 10 % (m/v) estéril. Aliquotas de 0,1 mL
das diluicbes foram colocadas em placas de Petri descartaveis (Prolab®) em
duplicata e, em seguida, as placas foram incubadas a 30 °C (Eletrolab® EL
202/4) por 72 h. Apds este periodo, foi realizada a contagem das unidades

formadoras de col6nia (UFC), sendo expressa em log UFC g'".

4.7.2. Avaliagao da producao de CO; pelas leveduras

A capacidade fermentativa das leveduras na massa foi mensurada por
respirometria com o auxilio de um respirédmetro do tipo CO> (Figura 8) conforme
metodologias descritas por Tomé et al. (2015) e Bernardes et al. (2016) com
adaptagdes. A avaliagao da produgao de CO pelas leveduras foi realizada em
massas sem os extratos de ISP (0 ug de proteina. 100 g”' de massa) nas massas
contendo de extrato de ISP (8 ug de proteina .100 g' de massa) e nas massas
controle negativo e positivo, nos tempos 0, 10, 20 30 e 40 dias de congelamento.
Amostras de 0,5 g de massas de cada tratamento foram acondicionadas em
camaras de vidro com capacidade volumétrica de 25 mL, em duplicata e
conectadas a um sistema completamente fechado. A producao de CO: pelas
leveduras foi mensurada utilizando o respirdbmetro TR3C equipado com um
analisador de CO> (Sable Systems International, Las Vegas, NV, EUA) durante
3 h.
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Figura 8- Respirébmetro do tipo CO>.

4.7.3. Avaliagao do volume da massa

A avaliagao do volume da massa foi realizada conforme as metodologias
de Limongi (2010), Aquino (2012) e Meziani et al (2012) com adaptagdes.
Por¢cdes de 10 g de massa congelada sem os extratos de ISP (0 pg de
proteina.100 g' de massa), massas contendo de extrato de ISP (8 ug de
proteina. 100 g' de massa) e massas do controle negativo e positivo foram
inseridas em duplicatas em provetas graduadas de 100 mL esterilizadas. As
massas foram pressionadas com o auxilio de um bastdo previamente
esterilizado até atingir a graduacao de 10 mL, a abertura das provetas foram
vedadas com pelicula semi transparente (Parafilm®) para evitar a formacao de
crosta na superficie da massa por ressecamento. As amostras contidas na
proveta foram incubadas a 30 °C (Eletrolab® EL 202/4) e umidade relativa (UR
~ 69 %) durante 3 h sendo o volume final da massa determinado pela medigao
do ponto mais alto da massa dentro da proveta. O aumento do volume da massa
foi avaliado pela diferenca do volume final em relacdo ao volume inicial (AV)
expresso em mL (Figura 9).
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Figura 9- Medic&do do volume da massa. A: massa pressionada até 10 mL antes da
incubagéao; B: aumento do volume da massa apés a incubagao (30 °C/3 h).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Andlise fisico-quimica dos extratos de ISP

Quanto a composigao fisico-quimica dos extratos de ISP da cultivar BRS
Guabiju, foi verificado o contetido de sodlidos totais de 1,32 + 0,15 g.100 g™,
proteinas 52,27 + 2,19 g.100 g (expresso em matéria seca), % cinzas 0,48 +
0,007 (expresso em matéria seca) e pH 3,86 £ 0,03.

Durante a impregnacao a vacuo, o contato entre o solvente de extragao e
as ISP presentes no apoplasto é favorecido, de modo que o poder de extragao
do solvente € aumentado, ocasionando a extracdo de maior quantidade de
proteinas do extrato em comparacao a outros métodos que nao utilizam essa
abordagem. No entanto, embora a infiltragao a vacuo tenha sido utilizada, o teor
de proteina do extrato, neste trabalho, apresentou-se inferior em comparacgao ao
estudo de Vieira (2011), que encontrou valores de 60,69 g.100 g™' (expresso em
matéria seca) no extrato de ISP da cultivar BRS Guabiju. Embora o mesmo
cultivar de trigo e a impregnacgao a vacuo tenham sido empregados em ambos
os estudos, a diferenga associada a composi¢ao quimica dos extratos de ISP
possivelmente se deve as condi¢gbes distintas de plantio, temperatura de
aclimatacao e umidade relativa, assim como o método utilizado para obtencao
do extrato bruto de ISP. No estudo de Vieira (2011), o cultivo das folhas de trigo
ocorreu em solo contendo (NH4)2SO4, KCI, superfosfato simples e calcério
dolomitico em condi¢des aclimatadas a temperatura de 0 °C a 3 °C com umidade
relativa de 80 % e iluminagdo de 18,9 ymol m?2.s*! durante 7 semanas sendo,
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posteriormente, utilizando o método de extragdo proposto por Zhang et al.,
(2008) que envolve o uso de solugao tampao Tris HCI (pH 7,4).

A Figura 10 representa a imagem do gel obtido por eletroforese SDS-
PAGE na identificacdo de ISP do extrato de trigo BRS Guabiju aclimatado ao
frio apds 25 dias de aclimatacao. Neste estudo foi possivel observar a presenca
de duas bandas proteicas, uma de 20,1 kDa e outra na faixa de 20,1 kDa - 30,0
kDa.

Padrao de massa molecular Extrato de ISP

97,0 kDa 3;% ) 3

B6.0kDa | | —

NP Rs ey

Figura 10- Perfil proteico em SDS-PAGE do extrato obtido pelo cultivar de trigo

BRS Guabiju aclimatado ao frio. As setas indicam as bandas de proteinas presentes no
extrato.

Vieira (2011), ao estudar o perfil eletroforético de proteinas obtidas a partir
do extrato bruto de BRS Guabiju, constatou também a presenca de duas
proteinas de massa molecular semelhante as encontradas neste trabalho.

A presencga de proteinas em extratos de trigo aclimatados de outros tipos
de cultivares foram reportados por Vieira (2011). Cultivares de trigo de inverno

apresentaram proteinas na faixa de 14,4 kDa a 66,0 kDa, assim como os
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cultivares de trigo de primavera com intervalo de massa molecular entre 20,1
kDa a 66,0 kDa.

Estudos envolvendo a incorporagdo de ISP obtidas a partir de trigo de
inverno em massas congeladas foram realizados por Xu et al. (2009) para avaliar
da capacidade de retencdo de agua e propriedades panificadoras. Neste estudo,
os autores identificaram a presenca de 2 bandas de ISP no extrato protéico,
sendo uma na faixa 14 kDa -30 kDa e a outra em torno de 14 kDa -15 kDa.

Em extratos de folhas de trigo (Triticum aestivum cv. Vienna) cultivadas a
4 °C por 6 semanas, Hassas Roudsari (2011) relatou a presenga de ISP
separadas por SDS-PAGE na faixa de 21,5 kDa a 31,0 kDa. Neste estudo foi
observado que essas proteinas apresentaram inibicdo na recristalizagdo e a
redugao dos tamanhos dos cristais de gelo. Estes dados sdo consistentes com
os resultados relatados por Atici e Nalbantoglu (2003) mostrando que ISP em
extratos apoplasicos de folhas de trigo de inverno apresentou massas
moleculares variando de 12 kDa a 39 kDa (HASSAS ROUDSARI, 2011).

O método de extracao utilizado pode influenciar na quantidade de bandas
presentes no gel. Estudo realizado por Campelo (2014) em que foi avaliada a
eficiéncia de diferentes métodos de extracéo e purificagdo das ISP de trigo,
constatou que o método mais eficiente de extracdo consiste no sistema de
impregnacgao a vacuo em solugao de 20 mM de acido ascorbico (pH 3) e 20 mM
de CaCly, na proporgéo de 1:5 (amostra g: tampao g. mL™"), sendo empregado o
mesmo procedimento no presente trabalho. Essa metodologia permitiu a sele¢ao
de bandas proteicas exclusivamente na faixa de ISP com massas moleculares

semelhantes ao apresentado aqui.
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5.2. Analise da composigao fisico quimica dos fermentos biolégicos
comerciais
Os dados na Tabela 3 refere-se ao teor de umidade, proteinas e cinzas

dos fermentos biolégicos comerciais fresco e seco instantaneo.

Tabela 3- Valores de médias e desvio padrao do teor de umidade (g.100 g'), de
solidos totais (g.100 g'), proteinas (g.100 g') e cinzas (%) nos fermentos
bioldgicos fresco e seco instantaneo.

Fermentos Umidade Solidos totais Proteinas* Cinzas*
Fresco 69,50 £ 0,04 30,50 £ 0,04 57,38+0,05 1,52+0,24
Seco instantaneo 0,099 + 0,57 99,90 + 0,57 45,36 + 0,07 4,62 +0,24
* Os resultados estdo expressos em matéria seca.

Conforme a Resolucido da Comissao Nacional de Normas e Padrdes para
Alimentos - CNNPA n° 38 (BRASIL, 1977), o conteudo de umidade para o
fermento fresco deve ser no maximo 75 g.100 g' e para o fermento seco o
contelildo maximo de umidade recomendado ¢ de 12 g.100 g'. A CNNPA n° 38
nao informa sobre o conteudo de umidade para o fermento seco instantaneo.
Devido a maior remogao de agua do fermento seco instantaneo, este possui
maior vida de prateleira, € economicamente mais viavel, dispensa o
armazenamento refrigerado, além de ser mais seguro microbiologicamente ao
contrario do fermento fresco que necessita de transporte e armazenamento
refrigerado para manter a viabilidade das células, além de apresentar menor
durabilidade. No entanto, como as células do fermento fresco estdo
metabolicamente ativas, uma vez introduzidas na massa, a fermentag¢ao ocorre
rapidamente (HUTKINS, 2006). Walker e Hill (2016) relata o conteudo de sdlidos
totais de 15 % a 20 % para fermento bioldgico cremoso, 94 % a 96 % para
fermento biolégico seco e 30 % a 33 % para fermento bioldgico fresco
(BEKATOROU, PSARIANOS e KOUTINAS 2006).

Teores maximos de cinzas para o fermento biolégico fesco devem ser de
5 g.100 g'. Teores maximos de cinzas para o fermento seco ndo sio
mencionados na resolucao (BRASIL, 1977). O teor de cinzas presentes nos
fermentos biologicos esta diretamente relacionada com os constituintes
inorganicos presentes nas células. Para Bekatorou, Psarianos e koutinas (2006),
o teor de minerais em fermento biolégico fresco varia entre 5 g. 100 g a
7,59.100g™".
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Embora tenha sido analisado o conteudo proteico, a resolugdo CNNPA n°
38 néo estabelece teores de proteina para fermentos biolégicos. O conteudo de
proteinas em fermento bioldgico apresenta ampla faixa de variagédo, dependendo
do tipo de levedura e das condicbes em que é cultivada. Para o fermento
bioldgico fresco, Bekatorou, Psarianos e Koutinas. (2006) descreve teores entre
40.6 g. 100 g' a 58.0 g. 100 g de proteinas. Em leveduras de panificagéo, as
proteinas estdo presentes no citoplasma de varias formas. As que tem sido
isoladas incluem albuminas, globulinas, fosfoproteinas, lecitoproteinas,

nucleoproteinas e glicoproteinas (PYLER, 1988a).

5.3. Isolamento e quantificacao das estirpes de leveduras dos
fermentos biolégicos comerciais

A presenca de coldnias de leveduras isoladas de fermentos bioldgicos

comerciais fresco e seco instantaneo foi observada apés 48 h de incubacao a

30° C em meio sdlido YPG. A quantificacdo de leveduras foi realizada em

duplicata por meio de contagem padrao de colénias em placa e expressas em

log UFC.g' em que a quantidade de leveduras foi praticamente idénticas, para

ambos os fermentos bioldgicos conforme demonstrado na Tabela 4.

Tabela 4- Contagem em placas de leveduras dos fermentos bioldgicos
comerciais.

Fermento biolégico Log UFC.g"
Fresco 8,74 +0,16
Seco instantaneo 8,78 +0,16

As colbnias obtidas tanto do fermento biolégico fresco quanto do fermento
bioldgico seco instantaneo crescidas em meio YPG a 30 °C por 48 h exibiram

forma arredondada, bordas lisas, brilhante, coloragao clara e textura cremosa

5.4. Confirmagcdao da identidade das leveduras dos fermentos
biolégicos comerciais

O alinhamento das sequéncias de DNA confirmou a identidade das

leveduras isoladas dos fermentos biolégicos como sendo S. cerevisiae, sendo

as sequéncias dos dois isoladas idénticas entre si (Tabela 5).
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Tabela 5- Identificagdo molecular dos isolados dos fermento bioldgicos
comerciais fresco e seco instantédneo por sequenciamento da regidao D1/D2 do
rRNA do gene 26S via software BLAST.

Isolados* Descricao E-value Identificagao Acesso
MScF S. cerevisiae estirpe K6-38 0,0 100 % LC215947 1
MScS S. cerevisiae estirpe K6-38 0,0 100 % LC215947 1

*MScF: Estirpe isolada de fermento bioldgico fresco (25 MIC); MScS: Estirpe isolada de fermento
bioldgico seco instantaneo (26 MIC).

Conforme Hughes et al. (2009), para a caracterizagdo gendmica, a
sequéncia analisada deve ter compatibilidade com a sequéncia correspondente
no GenBank, apresentando homologia de 98 % ou superior. Considerando os
resultados obtidos, observa-se que para ambas as leveduras isoladas, a
identificacédo foi de 100 % de compatibilidade com a sequéncia depositada no
GenBank, confirmando de forma segura a identidade dos fermentos biolégicos.

Para identificacdo molecular de leveduras nao-Saccharomyces partir de
polpa fermentada de uva, Ponzzes (2010) empregou a técnica de
sequenciamento da regido D1/D2 da subunidade maior do gene do rRNA. Neste
estudo, as espécies de nao-Saccharomyces identificadas pelo sequenciamento
foram Pichia kudriavzevii, P. guilliermondii, P. galeiformis, Rhodotorula
mucilaginosa, Candida parapsilosis, C. orthopsilosis, C. zemplinina e
Wickerhamomyces anomalus.

Segundo Kurtzman e Robenett (1998) e Ponzzes (2010), o
sequenciamento da regido D1/D2 do gene 26S rRNA, é uma técnica molecular
que possui variacdo suficiente para a caracterizagdo taxondémica de forma

precisa da maioria das leveduras ao nivel de espécie.

5.5. Avaliagao do crescimento das leveduras isoladas dos fermentos
biolégicos comerciais

As curvas de crescimento referentes a multilplicacdo das leveduras

isoladas do fermento bioldgico fresco e seco instantaneo estao apresentadas na

Figura 11.
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Figura 11- Curvas de crescimento das estirpes de leveduras isoladas de
fermento bioldgico fresco (MScF) e fermento bioldgico seco instantaneo (MScS)
em meio de cultura YPG.

Neste estudo, a velocidade especifica de crescimento (ux) para a estirpe
isolada do fermento biologico fresco foi de 0,3226 h™' com coeficiente de
determinacgdo (R?) de 0,997. Para a estirpe isolada do fermento biolégico seco
instantdneo o px foi de 0,3530 h™' com R? = 0,996 conforme a curva de
crescimento obtida pelo software DMFit (Figura 11) O modelo utilizado neste
estudo ajustou-se bem aos dados com alto indice de correlagdo (R? > 0,95),
indicando a validade estatistica do parametro calculado (ux).

As velocidades especificas de crescimento (ux) de cinco linhagens de S.
cerevisiae isoladas de produtos de abelhas foram estudadas por Silva (2016) em
meio YPG 2 % a 28 °C, sendo a leitura de densidade 6ptica (DOsoonm) monitorada
a cada 30 min durante 24 h. Neste trabalho, as velocidades especificas obtidas
por regressao linear apresentaram-se na faixa de 0,120 h™' a 0,520 h*!, sendo
que, uma das linhagens apresentou ux = 0,370 h™'. Este valor se assemelha aos
que foram encotrados para as leveduras isoladas do fermento bioldgico fresco e
seco instantaneo.

Observa-se que, as velocidades especificas de crescimento (ux) das

estirpes isoladas do fermento bioldgico fresco e seco instantaneo foram
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semelhantes, dessa forma, a escolha do tipo de fermento biolégico para a
elaboragdo das massas congeladas foi aleatéria.

5.6. Avaliacdao do efeito da adigcao do extrato de ISP sobre a
viabilidade das leveduras isoladas de fermentos biolégicos
comerciais quanto ao congelamento em meio de cultura

O extrato de ISP da cultivar BRS Guabiju ndo apresentou efeitos tdéxicos
as células, visto que, a contagem antes do congelamento (+ 20 °C) tanto no

controle quanto das demais concentracdes testadas foram iguais (Tabela 6 e 7).

Tabela 6- Viabilidade de S. cerevisiae (log UFC.mL") isolada do fermento
biolégico fresco apds congelamento em meio de cultura YPG adicionado de
extrato de ISP da cultivar BRS Guabiju.

Tempo Concentragao de extrato de ISP

(dias) O Hg9-100 mL'  4pg. 100 mL" 6 ug.100 mL" 8 ug.100 mL™" 12 ug.100 mL™"
0 7,54 +£0,03% 7,50 +0,09% 7,63+0,12% 7,86+ 0,072 7,72 £ 0,06R2
10 3,61+0,10°*  3,88+0,10°° 4,92+0,13%% 6,84 +0,07A° 5,36 + 0,178
20 3,55+0,16°°  3,73+0,23°° 4,56 + 0,388 6,78 + 0,13A° 4,94 + 0,038pc
30 2,47 £0,24% 2,77 £0,18°¢ 4,03+ 0,018¢ 6,43 + 0,40%° 4,61 + 0,238pc
40 2,46 +0,08%¢ 2,76 +£0,28°¢ 3,37 £0,12°¢ 6,38 + 0,40%° 4,42 + (0,348¢

Valores seguidos de letras maiusculas diferentes na mesma linha e letras minusculas diferentes
na mesma coluna, diferem entre si ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.

Tabela 7- Viabilidade de S. cerevisiae (log UFC.mL") isolada do fermento
biolégico seco instantdneo apds congelamento em meio de cultura YPG

adicionado de extrato de ISP da cultivar BRS Guabiju.

Tempo Concentragao de extrato de ISP

(dias) OHg.100mL" 4pg.100mL"  6ug.100 mL" 8 pg.100 mL" 12 pg.100 mL™*
0 7,40 £0,09% 7,59 +0,07A* 7,58 +0,0242 7,97 +£0,03"* 7,37 + 0,30"2
10 5,25+0,298° 6,51 £0,38** 6,52+0,19%* 7,37 £0,07"* 6,84 + 0,04*°
20 3,86 £0,03%°¢  5,00+0,08% 6,01+0,11%¢ 6,16 +0,06"* 6,87 + 0,294
30 2,61+0,05% 465+0,17¢° 5,77 +0,04°¢ 6,32+0,45** 583 +0,178°
40 2,72+0,17°¢  3,88+0,10° 546 +0,078¢ 6,54 +0,31%* 5,23 + 0,098¢

Valores seguidos de letras maiusculas diferentes na mesma linha e letras mindsculas diferentes
na mesma coluna, diferem entre si ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.

Foi constatado que o congelamento (- 25 °C) teve influéncia na viabilidade
das leveduras de ambos os fermentos bioldgicos, visto que, para todos os
tratamentos, houve reducédo de células ao longo do tempo comparado a

contagem inicial (tempo 0) na contagem em placa. Este evento pode estar
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associado a formacao de cristais de gelo intracelular e extracelular durante o
periodo de estocagem, causando danos a integridade das células, injuria ou
morte célular. Entretanto, foi observado que a concentracdo de 8 ug de
proteina.100 mL"' de meio de cultura YPG foi suficiente para exercer maior
crioprotecdo para ambos os fermentos bioldgicos durante o tempo de
armazenamento.

Em laboratérios e centros de pesquisa, o congelamento de estirpes
microbianas é um procedimento normalmente realizado para manter a
viabilidade das cepas por periodos prolongados. Portanto, agentes
crioprotetores sao adicionados a suspensao celular de forma a proteger as
estirpes contra os danos causados pelo congelamento e descongelamento
(SAEKI et al., 2015), sendo que muitos dos quais se ligam a moléculas de agua
alterando o tamanho e reduzindo a formagéao dos cristais de gelo, além de reduzir
as concentragbes de solutos no meio intra e extra celular (HUBALEK, 2003).
Segundo Nash (1962) um agente crioprotetor deve ter baixa massa molecular,
alta solubilidade em &gua e baixa toxicidade celular. Considerando as
caracteristicas supracitadas sobre as ISP e com os resultados obtidos neste
trabalho, percebe-se que o extrato de ISP da cultivar BRS Guabiju possui
potencial de utilizagdo na manutencdo da viabilidade de estirpes microbianas
congeladas em laboratérios, demonstrando ser uma alternativa promissora uma
vez que atende os requisitos exigidos para um agente crioprotetor.

Foi possivel perceber, pela contagem na camara de Neubauer, que o
extrato de ISP protegeu as leveduras quanto aos efeitos adversos do
congelamento, demonstrando que a concentragdo de 8 g de proteina.
100 mL-" de meio de cultura YPG apresentou maior eficiéncia na manutengéo da
viabilidade das células de S. cerevisiae do fermento bioldgico fresco (P<0,05)
(Tabela 10). Para o fermento biolégico seco instantaneo, verificou-se que as
concentragdes 6 ug, 8 ug e 12 ug de proteina. 100 mL-' de meio de cultura YPG
foram capazes de exercer criprote¢ao, nao diferindo entre si (P<0,05). Porém,
observou-se que a concentracdo de 8 ug de proteina. 100 mL™' de meio de
cultura YPG apresentou maior estabilidade do niumero de células viaveis durante

o tempo de armazenamento (Tabela 8 e 9).
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Tabela 8- Contagem de células viaveis de S. cerevisiae em camara de Neubauer
(log Cel.mL™") isolada do fermento biologico fresco apos congelamento em meio
de cultura YPG adicionado de extrato de ISP da cultivar BRS Guabiju.

Tempo Concentragao de extrato de ISP

(dias) 0 Mg9-100 mL'  4pg. 100 mL" 6 pg.100mL' 8 ug.100 mL' 12 pg.100 mL™*
0 7,50 £ 0,074 7,51 £0,02%2 7,59 +0,11% 7,36 + 0,05 7,60 + 0,047
10 0,00 £ 0,00°* 6,04 £0,278* 6,08 £ 0,108° 7,18 + 0,09"2 6,31 + 0,368
20 0,00 £+ 0,00°* 0,00 £ 0,00°¢ 5,98 +0,248> 7,26 + 0,174 6,30 + 0,278
30 0,00 £ 0,00°* 0,00 £ 0,00°¢ 592+0,178% 7,17 £ 0,092 6,14 + 0,398P
40 0,00 + 0,00°* 0,00 +0,00°¢ 5,72 +0,038 6,84 + 0,03* 6,00 + 0,488P

Valores seguidos de letras maiusculas diferentes na mesma linha e letras mindsculas diferentes
na mesma coluna, diferem entre si ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.

Tabela 9- Contagem de células viaveis de S. cerevisiae em camara de Neubauer

(log Cel.mL™)

isolada do fermento biolégico seco

instantaneo apos

congelamento em meio de cultura YPG adicionado de extrato de ISP da cultivar

BRS Guabiju.

Tempo Concentragao de extrato de ISP

(diag) O Mg.100 mL"  4pg. 100 mL" 6 pg.100 mL" 8 pyg.100 mL" 12 ug.100 mL™
0 7,71+£0,13%  7,71+£0,08% 753+0,174 7,56 £0,114 7,64 + 0,30
10 6,20 + 0,028 6,20 +0,02%* 6,75+ 0,10%B> 7,21 +(,22A2 6,36 + 0,068°
20 0,00 £ 0,00°¢ 6,40+ 0,178 6,30 + 0,178 7,30 + 0,05 6,66 + 0,108
30 0,00 £ 0,00°¢ 0,00 +0,00°¢ 6,15+ 0,238 7,24 + (0,194 6,20 + 0,018P
40 0,00 + 0,008 0,00 + 0,008 6,26 + 0,47A° 6,20 + 0,014° 6,73 £ 0,22A°

Valores seguidos de letras maiusculas diferentes na mesma linha e letras minusculas diferentes
na mesma coluna, diferem entre si ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.

Comparando os resultados relacionados a viabilidade dos fermentos
biolégicos fresco e seco instantaneo, tanto na contagem em placa quanto na
camara de Neubauer, nota-se que a redug¢ao do numero de células do fermento
biolégico seco instantdneo foi menor do que do fermento fresco ao longo do
tempo. Segundo Attfield (1997) e Thomaz (2008) durante o processo de
producao do fermento biolégico seco instantaneo, a agua intra e extracelular é
removida por secagem, desidratando as células e causando o estresse
osmoético. O aumento da temperatura neste estapa pode levar a célula ao
estresse térmico gerado pelo calor além disso, para prolongar a sua durabilidade,
esse tipo de fermento é acondicionado em embalagens a vacuo, o que pode
causar o estresse oxidativo. Possivelmente, todos os estresses causados

durante a producgado industrial da levedura seca instantdnea aumentou a sua
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tolerdncia a outros estresses nado relacionados, como o estresse ao
congelamento.

O crescimento de micro-organismos a temperaturas abaixo da
temperatura 6tima pode causar uma série de alteragbes fisiolégicas e
morfologicas. Baixas temperaturas pode levar ao desequilibrio metabdlico e a
interrupcdo do crescimento devido a sensibilidade de alguns processos
regulatérios metabdlicos, gerando uma condicdo estressante as células
(BEALES, 2004). Dessa forma, acredita-se que os resultados observados
estejam relacionados a resposta adaptativa da levedura seca instantanea a nova
condicdo, desenvolvida pela tolerancia ou resisténcia ao estresse do choque frio.

Em S.cerevsisae foi demonstrado um conjunto de genes em resposta a
temperatura reduzida, esses genes codificam proteinas da parede celular ricas
em serina e alanina e que podem estar envolvidas na manutengao da integridade
da parede e na fluidez da membrana celular (KONDO e INOUYE, 1991;
NAKAGAWA et al., 2002). Além disso, a célula também sintetiza a trealose, o
qual desempenha importante papel protetor durante o congelamento. Esse
dissacarideo interage com proteinas e fosfolipideos de membrana durante o
estresse, mantendo a fluidez da membrana e o enovelamento protéico (SINGER
e LINDQUIST, 1998). Embora as proteinas do choque frio possam ser
responsaveis pela adaptacao e retomada das condicdes normais da células em
condi¢des desfavoraveis, algumas evidéncias sugerem que o principal objetivo
da resposta do choque térmico é proteger as células contra as lesdes causadas
pelo congelamento (AGUILERA, RANDEZ-GIL e PIETRO, 2007).

Embora os métodos de contagem empregados apresentem metodologias
e principios distintos, resultados diferentes foram observados neste trabalho
guando quanto a viabilidade das leveduras nas concentra¢des de 0 ug e 4 ug de
proteina.100 mL"' de meio de cultura YPG a partir de 20 dias de congelamento.
Na contagem em placa, observou-se a presenga de colbnias permitindo
mensuarar o numero de células viaveis por unidade formadora de colbnias,
enquanto que, na camara de Neubauer foi constatada a auséncia de células
vivas. Também foi possivel constatar que, tanto a contagem em placa quanto a
contagem em camara de Neubauer a concentragdo 8 ug de proteina. 100 mL""
de meio de cultura YPG apresentou maior efetividade na manutencao da

viabilidade das leveduras dos fermentos biolégicos durante a estocagem sob
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congelamento. Entretanto, diferengas foram observadas no numero de células
viaveis ao longo do tempo entre as metodologias utilizadas.

A contagem em placa é uma técnica baseada na relacdo do numero de
células por massa ou volume de amostra (DIAS e SCHWAN, 2010). Este método
€ 0 mais utilizado na determinacido de células viaveis por unidades formadoras
de col6nias (UFC) (SILVA et al., 2010). A contagem em camara de Neubauer,
assim como a contagem em placa, também envolve a contagem direta porém, a
avaliacdo da viabilidade das células é realizada por microscopia sendo
mensurada com o uso do corante azul de metileno que cora as células
metabolicamente nao viaveis, enquanto as células viaveis ndo se coram. A
vantagem dessa técnica consiste na visualizagdo prévia da morfologia celular,
com a possibilidade de avaliar proporcao de células vivas e mortas na amostra,
na rapidez de execuc¢ao pois nao depende do tempo de incubacao para analisar
a quantidade de células presentes na amostra como acontece na técnica de
plagueamento, além disso, para verificagao da viabilidade de células em fungao
do tempo, a contagem em camara de Neubauer € mais conveniente, uma vez
que a viabilidade é mensurada com relacdo ao numero de células vivas vistas
microscopicamente. No entanto, na camara de Neubauer, ao contrario da
contagem em placa, ndo é possivel a visualizagdo morfolégica das colbnias
(DIAS e SCHWAN, 2010).

As leveduras incubadas com o extrato de ISP na concentracéo de 8 ug de
proteina.100 mL-" de meio de cultura YPG foram aquelas que mais resistiram ao
congelamento, o que é refletido na menor perda de viabilidade ao longo do

periodo de armazenamento (Tabelas 10 e 11).

Tabela 10- Porcentagem de perda de viabilidade de células de S. cerevisiae em
isolada do fermento biolégico fresco apds congelamento em meio de cultura YPG
adicionado de extrato de ISP da cultivar BRS Guabiju.

Tempo Concentracgao de extrato de ISP

(dias) O Mg.100 mL"  4pg.100mL" 6 pg. 100 mL"' 8 pug.100 mL" 12 ug.100 mL™"
0 0,00 £ 0,004 0,00 £ 0,004 0,00 £ 0,004 0,00 + 0,002 0,00 + 0,004a
10 74,67 +12,5% 67,33+ 10,9 64,33 +4,5% 37,67 +£10,78° 57,33 + 7,02ABP
20 100 + 0,004 100 + 0,00%¢ 90,0 £ 7,04 24,67 +11,4B3> 7367 + 9,234°
30 100 + 0,004 100 £ 0,00A¢ 90,67 +7,7A% 40,67 + 18,28> 80,67 + 3,21A°
40 100 + 0,004 100 £ 0,00A¢ 96,33 +£0,6”* 41,67 + 4,55 80,67 + 25,7A°

Valores seguidos de letras maiusculas diferentes na mesma linha e letras mindsculas diferentes
na mesma coluna, diferem entre si ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Tabela 11- Porcentagem de perda de viabilidade de células de S. cerevisiae
isolada do fermento bioldgico seco instantaneo apds congelamento em meio de
cultura YPG adicionado de extrato de ISP da cultivar BRS Guabiju.

Tempo Concentragao de extrato de ISP

(dias) 9 Hg.100 mL' 4 pg. 100 mL"' 6 ug.100 mL"’ 8 ug.100 mL™ 12 ug.100 mL™"
0 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00%a 0,00 +0,00 A= 0,00 + 0,00%2
10 64,0 + 6,2478> 38,3 + 15,3¢° 73,6 £ 7,57A° 45,6 + 4,518C 57 3 + 3,054B¢P
20 100 £ 0,00%¢ 83,6 +6,43"Bc 82,3+ 11,2B> 24 67 + 11,43 73,67 + 9,238
30 100 + 0,00%¢ 100 + 0,00%¢ 86,33 + 8,96A* 43,67 + 15,78 87,67 £ 0,57~
40 100 + 0,00%¢ 98,67 + 2,31 86,33 + 10,6"B> 36,33 + 5,85 61,33 + 21,98¢¢

Valores seguidos de letras maiusculas diferentes na mesma linha e letras mindsculas diferentes
na mesma coluna, diferem entre si ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.

Apesar de alguns trabalhos terem demonstrando que concentragbes mais
elevadas de extrato de ISP tenham apresentado maior criopreservagao nas
propriedades de massas congeladas (VIEIRA, 2011; XU et al., 2009), 0 mesmo
nao foi observado para criopreservacao das leveduras em meio de cultura.
Considerando as concentracdes avaliadas neste estudo, foi observado que o
extrato de ISP apresentou efeito crioprotetor para os fermentos bioldgicos
comerciais estudados, ficando evidenciado que a concentragdo de 8 ug de
proteina.100 mL-! de meio de cultura YPG exerceu melhor crioprotecdo durante
o tempo de estocagem para todas as analises realizadas comparado a
concentragdes de 12 ug de proteina.100 mL-' de meio de cultura YPG indicando
que, a concentragdo de 8 ug de proteina.100 mL' de meio de cultura YPG
apresentou efeito limitante para criopreservacdo das leveduras. Com base
nesses resultados, é necessario estudos mais abrangentes considerando
concentragbes mais elevadas para investigar melhor este comportamento no

fermento biolégico.
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5.7. Analise microscépica das estirpes de leveduras isoladas de
fermentos biolégicos comerciais congeladas em meio contendo
diferentes concentragoes de ISP

As leveduras isoladas dos fermentos bioldgicos comerciais fresco e seco
instantadneo congeladas em meio liquido YPG foram avaliadas visualmente por
meio de microscopia Optica (100 x) antes do congelamento e apos 40 dias de
congelamento (tempo 40). Nesta observacgao, foi possivel perceber que, para
todas as estirpes de ambos os fermentos biolégicos em todas as concentragdes
testadas, que as células apresentavam-se integras, com morfologia bem definida
antes do congelamento, indicando que o extrato de ISP inicialmente ndo causou
nenhum efeito toxico ou dano estrutural quando em contato com as células
(Figuras 12 e 13).
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0 ug de proteina.100 mL™! de meio de cultura 4 ug de proteina.100 mL" de meio de cultura

6 ug de proteina.100 mL™" de meio de cultura 8 ug de proteina.100 mL™" de meio de cultura

12 ug de proteina.100 mL™" de meio de cultura

Figura 12- Observagao microscopica da morfologia de leveduras isoladas de fermento
biolégico fresco antes do congelamento (tempo 0) (aumento de 100 x).
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0 ug de proteina.100 mL™! de meio de cultura 4 ug de proteina.100 mL" de meio de cultura

6 ug de proteina.100 mL™" de meio de cultura 8 ug de proteina.100 mL™" de meio de cultura

12 ug de proteina.100 mL™" de meio de cultura

Figura 13- Observagao microscopica da morfologia de leveduras isoladas de fermento
biolégico seco instantédneo antes do congelamento (tempo 0) (aumento de 100 x).
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Ap0ds 40 dias de congelamento (tempo 40), todas as células apresentaram
injurias verificadas por microscopia optica. Entretanto, as estirpes congeladas
sem o extrato de ISP e as que foram congeladas nas concentragdes 4 ug e 6 ug
de proteina.100 mL"' de meio de cultura YPG foram as que sofreram maior
letalidade, demonstrando maior quantidade de células com parede e membrana
celular rompidas e com extravasamento citoplasmatico. Nas concentragdes de 8
ug e 12 ug de proteina.100 mL' de meio de cultura YPG, as células se
apresentaram mais integras comparado as demais concentragdes testadas
porém, em menor quantidade, ainda é possivel verificar o rompimento celular
(Figuras 14 e 15).
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0 ug de proteina.100 mL™! de meio de cultura 4 ug de proteina.100 mL" de meio de cultura

6 ug de proteina.100 mL™" de meio de cultura 8 ug de proteina.100 mL™" de meio de cultura

12 ug de proteina.100 mL™" de meio de cultura

Figura 14- Observagao microscopica da morfologia de leveduras isoladas de fermento

biolégico fresco apds o congelamento (tempo 40) (aumento de 100 x). As setas indicam
injuria celular.
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Figura 15- Observagao microscopica da morfologia de leveduras isoladas de fermento

biolégico seco instantdneo apds o congelamento (tempo 40) (aumento de 100 x). As setas
indicam injuria celular.



Durante o congelamento de leveduras, mudangas fisicas nas células
podem ocorrer devido a formagcédo de cristais de gelo, podendo ocasionar
impactos na membrana celular, provocando alteragdes na permeabilidade,
plasmolise, estresse osmético e a morte da célula (CALDAS, CASTRO e SILVA,
2015; MEZIANI et al., 2012). Como o citoplasma é mais concentrado do que o
meio externo, a agua extracelular congela antes da agua intracelular, causando
o0 aumento da pressao osmotica do meio e desidratando a célula por osmose
devido a passagem do conteudo citoplasmatico para o meio externo (DUMONT,
MARECHAL e GERVAIS, 2003).

Meziani et al. (2012) avaliaram os efeitos do congelamento em camara de
congelamento com circulagéo de ar a - 20 °C, - 30 °C e - 40 °C e imerséo em
nitrogénio liquido na atividade fermentativa e viabilidade da levedura em massa
doce fresca e congelada empregando a microscopia eletrénica de transmissao
(MET). Quando a pressao osmatica externa aumentou, as células do fermento
encolheram e refletiram a alta permeabilidade da membrana celular a 4gua, além
da formacéo de cristais de gelo intracelulares visiveis em micrografias no MET.

A partir das observacdes relatadas neste trabalho, mostrou-se que o
extrato da cultivar BRS Guabiju apresenta potencial de utilizagdo na manutencao
da viabilidade de leveduras. Dessa forma, estudos posteriores foram realizados
a fim de investigar essa suposi¢do na manutengao da viabilidade de leveduras

em massas congeladas.

5.8. Determinagao do efeito do extrato de ISP sobre a viabilidade das
leveduras na massa apés o congelamento

O extrato de ISP da cultivar BRS Guabiju na concentracédo de 8 ug de
proteina. 100 g' de massa apresentou efeito crioprotetor sobre sobre as
leveduras. Para essa concentracéo, embora tenha sido observado uma redugao
em torno de 50 % na viabilidade celular ao longo do tempo de estocagem, a
contagem média de leveduras foi de 6,02 log UFC.mL"" (P<0,05) em relagdo as
massas controle (5,68 log UFC.mL"") que exibiu reducdo de aproximadamente
90 % de células viaveis durante os 40 dias de armazenamento. Foi observado
que o tempo nao influenciou (P>0,05) na reducao da viabilidade de células de

levedura durante o periodo de estocagem das massas congeladas (Figura 16).
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Figura 16- Viabilidade de leveduras (log UFC.g"') em massas congeladas
durante 40 dias de congelamento com extrato proteico da cultivar BRS Guabiju.

O congelamento e o armazenamento congelado pode reduzir
significativamente o numero de células viaves em massas e diminuir a sua
capacidade de producgao de gas (SELOMULYO e ZHOU, 2007; SHI, YU e LEE,
2013). Oscilagbes de temperatura durante o armazenamento pode ocasionar a
recristalizagdo, formando cristais de gelo maiores e consequentemente
agravando os danos ao fermento (SHI, YU e LEE, 2013)

Segundo Lorenz e Kulp (1995), as leveduras contidas em massas sao
mais susceptiveis ao dano celular. Nessas condi¢des, as leveduras estdo em um
estado de fermentagcao ativa, com a estrutura da membrana alterada e sob
pressao osmotica. Além disso, os compostos organicos das células sao
concentrados pelo congelamento da fase aquosa causando a autdlise das
leveduras, o que pode ser uma hipbétese para a redugao significativa na
viabilidade das leveduras nas massas com auséncia de extrato de ISP.

As ISP atuam como agentes de preservacao contra os efeitos adversos
do congelamento e armazenamento congelado, demonstrando ser uma
tecnologia emergente para manutencado da viabilidade do fermento bioldgico
conforme visto neste estudo. Essas proteinas possuem a habilidade de reduzir
o congelamento intracelular das leveduras, evitando a morte celular (QUEIROZ,
2015; XU et al., 2009).
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Estudos realizados por Jia et al. (2012) avaliaram a atividade crioprotetora
de proteinas estruturadoras de gelo (ISP) de extratos da folha da planta Ligustro
Chinés (Ligustrum vulgare) na viabilidade celular em suspensdes de leveduras
e na capacidade fermentativa em massas durante ciclos de congelamento e
descongelamento nos tempos 0, 1, 3 e 5 semanas. A adi¢cdo de 0,5 % de ISP
reduziu a formacgao de gelo intracelular, resultando no aumento na sobrevivéncia
das células de levedura congeladas além de melhorar a produgédo de CO2 nas
massas.

Em panificagdo, o uso de aditivos é estratégia para evitar alteragdes na
integridade do gluten e nas caracteristicas tecnoldgicas do fermento bioldgico
durante o congelamento e armazenamento congelado de massas. Esses
aditivos atuam na qualidade e na vida de prateleira de pao produzidos com
massas congeladas (QUEIROZ, 2015). Diante dos resultados obtidos, as ISP do
extrato de trigo da cultivar BRS Guabiju surge como uma possibilidade de ser
classificado como um aditivo alimentar, uma vez que foi possivel a sua
incorporagdo em massas congeladas apresentando resultados satisfatorios na
viabilidade do fermento biolégico. A aplicagdo de ISP nas caraterisiticas
reolégicas em massas durante o congelamento e armazenamento congelado
também foram avaliados por (VIEIRA, 2011; XU et al., 2009) e resultados
positivos também foram verificados. De acordo com Brasil (2015) a utilizacado de
um aditivo pela industria de alimentos sé é permitida quando explicitamente
previsto em legislagdo especifica, com suas respectivas fungdes, limites
maximos e categorias de alimentos permitidas. Portanto, para utilizagcédo
tecnolégica das ISP é necessaria a inclusdo de uma nova categoria para essas

proteinas serem classificadas como um novo aditivo alimentar.

5.9. Avaliagao da produgao de CO; pelas leveduras
Foi possivel observar que a adigdo do extrato a 8 ug de proteina.100 g’
de massa nao levou a melhoria da taxa fermentativa (P>0,05), demonstrando
produgdo média de 0,0500 uL.h' de CO2 comparado as massas com auséncia
do extrato de ISP (0,0453 pL.h"). Um declinio progressivo da produgéo de CO>

ocorreu em ambos dos tratamentos em fungao do tempo (P<0,05) (Figura 17)
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Figura 17- Variagdo da produgdo de CO: pelas leveduras (uL.h"') em massas
congeladas durante 40 dias de congelamento com extrato proteico da cultivar
BRS Guabiju.

A habilidade de producéo de CO: pelas leveduras depende do niumero de
células de levedura, da atividade celular e da temperatura (AUTIO e SINDA,
1992; BONA, 2002). O congelamento pode destruir a estrutura celular das
células de levedura e afetar a sua atividade fermentativa, ocasionando drastica
reducao da produgao de CO2 apds o descongelamento da massa. A reducao da
producao de gas pelas leveduras pode estar relacionado ao tempo antes do
congelamento da massa e o tempo de armazenamento congelado (STRUYF et
al., 2017).

Neste trabalho, apesar da concentragédo de 8 ug de proteina. 100 g' de
massa ter exercido efeito crioprotetor sobre a viabilidade das leveduras, o
mesmo nao foi verificado na produgéo de CO». Segundo Kechinski et al. (2010)
uma redugao de 50 % populagdo de células viaveis, ja & suficiente para
comprometer a fermentagdo da massa.

Zhang et al. (2015) avaliaram o poder de gasemanto pelas leveduras apos
o descongelamento de massas estocadas durante 4 semanas contendo 0,1 g de
ISP obtida de aveia e massas controle. Foi observado que, para ambos os
tratamentos, houve reducao na producao de gas durante o tempo de estocagem.
Entretanto, as massas que continham ISP apresentaram maior producéo de CO:

pelas leveduras em comparacao as massas com auséncia de ISP.
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Em estudos com massas congeladas, ainda ndo foi evidenciado quanto a
perda no poder de gaseificacdo pode ser atribuida a morte de células de
fermento e quanto é devido a lesédo nao letal (MILLER, 2006; STRUYF et al.,
2017), no entanto, sabe-se que a temperatura na fermentagdo de massas exerce
um efeito significativo na producdo de gas pelas leveduras. De forma geral, a
taxa de fermentacdo aumenta com a elevagdo da temperatura com 0 maximo
entre 37,8 °C a 40,5 °C (PYLER, 1988b), apresentando temperatura 6tima entre
27 °C a 29 °C. Neste estudo, nao foi possivel controlar a temperatura do
ambiente, além disso, o equipamento n&o possui regulagem prépria de
temperatura para cada tipo de ensaio. Dessa forma, sabendo que o extrato de
ISP exerceu efeito crioprotetor as células, constatado através da contagem em
placa, acredita-se que a redug¢ao na producdo de CO: pelas leveduras na
presencga do extrato de ISP esteja associada a esta condigdo ambiental, assim
como o tempo antes do congelamento e de estocagem sob congelamento.

Para avaliacdo de CO2 em massas, diversos estudos relatam o uso varios
tipos de equipamentos para essa finalidade, como o uso do fermentometro
(AUTIO e SINDA, 1992; HAVET, MANKAI e LE BAIL, 2000), frascos de
fermentacdo (RIBOTTA et al., 2003), riségrafo (GELINAS et al., 1993; MILLER,
2006; PHIMOLSIRIPOL et al., 2008), reofermentéometro (HEITMANN, 2017; JIA
et al, 2012) ou através de dispositivos criados para medi¢gao simples (BONA,
2002; GUTKOSKI et al., 2005; MEZIANI et al., 2012; PEIGHAMBARDOUST et
al.,, 2010; THOMAZ, 2008). Para mensurar a capacidade fermentativa do
fermento bioldgico em sistemas fechados nas CNTP, é recomendada a utilizagao
do aparelho de Hayduck-Nagel (BRASIL, 1977; IAL, 2008). Apesar de ter sido
possivel avaliar a produgao de gas nas massas por respirometria, a metodologia
utilizada neste estudo nao foi anteriormente relatada na literatura com o objetivo
de mensurar a producédo de CO> do metabolismo de leveduras em massas de
pao, sendo desta forma uma utilizagao inédita deste equipamento para este tipo

de analise, porém, é necessaria a adaptacao para as condi¢des deste estudo.
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5.10. Avaliacao do volume da massa
Foi constatado que 8 ug de proteina.100 g de massa demosntrou efeito
crioprotetor na manutengdo do volume das massas (P<0,05), apresentando
volume médio de 14,13 mL em contraste com as massas sem extrato de ISP
(12,97 mL). Ao longo do periodo de 40 dias de estocagem das massas
congelamento, também ficou evidenciado que o extrato de ISP exerceu atividade

protetora na manutencg&o do volume (P<0,05) (Figura 18).
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Figura 18- Variagao do volume (mL) das massas congeladas durante 40 dias de
congelamento com extrato proteico da cultivar BRS Guabiju.

Para Autio e Sinda (1992) a reducao do volume de péaes obtidos a partir
de massas congeladas nao estdo somente relacionados a redugao da taxa de
produgao de CO2, mas também aos danos causados a matriz proteica devido a
formacdo dos cristais de gelo. Segundo Miller (2006) o armazenamento
congelado levam a alteragbes significativas nas propriedades reoldgicas da
massa, causando um "afrouxamento" da estrutura, o que afeta negativamente a
capacidade da massa para reter o gas produzido pelo fermento. Embora a
concentragdo 8 ug de proteina.100 g' de massa tenha apresentado efeito
positivo na manutencao da viabilidade da levedura na massa congelada, uma
vez que foi possivel constatar durante todo o experimento que houve a formacéao

de COg2, percebida pelo aumento de volume da massa durante o periodo

68



incubacado das amostras, também é possivel considerar que a concentragao de
extrato de ISP utilizada possivelmente exerceu protegcéo a rede de gluten.
Resultados semelhantes foram observados por Zhang et al. (2015) em
que avaliaram o efeito crioprotetor de ISP obtida de aveia no volume (altura
maxima) de massas congeladas estocadas a — 18 °C. Foi observado durante o
periodo de congelamento que, a altura maxima das massas reduziu em ambos
os tratamentos porém, nas massas que continham o ISP, a altura maxima foi
significativamente maior do que nas massas sem o extrato. Esses autores
acreditam que os resultados verificados nas massas com extrato estao
associados ao efeito crioprotetor das ISP a rede de gluten na habilidade de
retencéo de gas, além de ter controlado a mortalidade das leveduras na massa.
Vieira (2011) avaliou diferentes concentragdo de extratos de cinco
cultivares de trigo na protecdo da integridade da rede de gluten em massas
congeladas a -18 °C apds 90 dias de congelamento por meio de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV). Quanto maior foi a concentragédo de extrato de
ISP da cultivar de trigo BRS Guabiju na massa, mais intacta e uniforme a matriz
proteica se apresentou, envolvendo mais firmemente os granulos de amido.
Observa-se que o extrato ISP apresentou possivel acdo simultdnea na
criopreservagao do fermento bioldgico e na estrutura da massa, indicando ser

um importante aliado na conservagao de massas congeladas.

6. CONCLUSAO

A caracterizagao do extrato obtido a partir da cultivar de trigo BRS Guabiju
aclimatada permitiu constatar a presenca de duas proteinas de baixa massa
molecular, uma de 20,1 kDa e outra na faixa de 20,1 kDa - 30,0 kDa.

Na avaliacdo da viabilidade de leveduras isoladas de fermento bioldgico
fresco e seco instantaneo congeladas com 0 ug, 4 ug, 8 ug, e 12 pg de
proteina.100 mL de meio de cultura YPG, 8 ug exerceu melhor crioprotegdo ao
longo do tempo de estocagem, verificado através da contagem em placa e
contagem em camara de Neubauer. Diante dos resultados, o extrato de ISP
apresenta potencial como agente de preservacao de leveduras congeladas em
laboratorios. Entretanto, sugere-se o estudo de concentragdes mais elevadas

para investigar melhor o efeito crioprotetor.
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Para ambos os tratamentos, o efeito do congelamento causou a redugao
de células ao longo do tempo de estocagem das massas porém, a concentragéo
de 8 ug de proteina. 100 mL' de massa promoveu maior crioprotegdo das
leveduras, expresso pela maior quantidade de células viaveis.

A producdo de CO2 nas massas se manteve inalterada na presencga do
extrato, reduzindo progressivamente ao longo do tempo de estocagem. Acredita-
se que, a reducado na producao de CO: pelas leveduras na presencga do extrato
de ISP esteja associado ao tempo antes do congelamento, tempo de estocagem
e a temperatura ambiental durante a analise.

A concentracdo de 8 ug de proteina.100 g-' de massa apresentou menor
impacto no aumento do volume da massa durante o tempo de estocagem
comparado ao controle. Esses resultados indicam que as ISP também
exerceram efeito crioprotetor a rede de gluten, favorecendo o aprisionamento do
gas na massa.

Nas condicdes experimentais avaliadas, as ISP apresentaram
caracterisiticas potenciais para aplicagdo em massas congeladas, uma vez que
essas proteinas demonstraram ter agao simultdnea tanto na preservagao do
fermento, conforme visto neste trabalho e ao mesmo tempo, na estrutura da
massa, conforme ja relatado em estudos anteriores. Dessa forma, as ISP surgem
como uma possibilidade de um novo aditivo para a industria de panificagao visto
que, concentragdes relativamente reduzidas demosntraram ser suficientes para
execercer efeito crioprotetor, substitutindo de forma efetiva o uso de diversos
melhoradores naturais e artificiais para protecdo das caracteristicas intrinsecas
da massa, reduzindo a quantidade de componentes na rotulagem (clean label) e
oferecendo produtos de qualidade para o consumidor. Além disso, as ISP podem
ser uma alternativa inovadora para crioprotecao de leveduras congeladas em

laboratorio.
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7. PERSPECTIVAS

Considerando a possibilidade de esclarecer o mecanismo de protecao das

ISP contra os efeitos adversos no fermento biolégico, sugere-se novas

pesquisas para:

v

A investigacdo da viabilidade das leveduras utilizando quantidades
diferentes do extrato de ISP (relag&o proteina:massa) de forma a obter
resultados mais abrangentes;

Utilizacdo do reofermentdometro para avaliacido da producédo de CO:
pelo fermento biolégico em massas congeladas contendo o extrato de
ISP;

Analise da morfologia das células de levedura em massas congeladas
contendo extrato de ISP por microscopia eletrénica de transmissao;
Verificagdo da criopreservacédo do fermento bioldgico em massas
doces congeladas contendo o extrato proteico;

Comparagao do efeito de aditivos utilizados em panificagdo com o
extrato de ISP na viabilidade do fermento bioldgico;

Exame do efeito crioprotetor do extrato de ISP de outras fontes de
cereais no fermento bioldgico;

Avaliacdo da viabilidade e a capacidade fermentaiva do fermento
biolégico em massas congeladas obtidas pelo método esponja,
contendo extrato de ISP;

Avaliacao o efeito crioprotetor do extrato proteico nas viabilidade de
outros micro-organismos de interesse em Ciéncia e Tecnologia de

Alimentos.
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ANEXO 1 - Etapas de obtencdo do extrato de ISP de folhas de trigo e etapas da

elaboragdo de massas congeladas.

Figura 1A- Resumo das etapas da obtencao do extrato de ISP de folhas de trigo da cultivar

BRS Guabiju. A: Plantio do trigo em condigdes aclimatadas ao frio; B: Impregnac&o a vacuo das folhas;
C: Obtencao das folhas impregnadas; D: Folhas trituradas; E: Filtragdo a vacuo apos centrifugacao; F: Extrato

de ISP obtido apés pasteurizagao.
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Figura 1B- Resumo das etapas de elaboracdo das massas congeladas. A: Mistura em
masseira; B: Boleamento; C: Pesagem da massa em porgdes de 25 g; D: Boleamento apds pesagem e
modelagem manual; E: Acondicionamento em mini férmas; F: Acondicionamento em embalagens individuais

apods congelamento.
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ANEXO 2 - Confirmagao da identidade das leveduras
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Figura 2A- Alinhamento das sequéncias consenso de leveduras isoladas de fermento bioldgico comercial. 25MIC: Levedura isolada de
fermento bioldgico fresco; 26MIC: Levedura isolada de fermento biolégico seco instantaneo.
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ANEXO 3 - Resumo das analises de variancia

Tabela 3A - Resumo da andlise de variancia da contagem em placas de
leveduras isoladas de fermento biolégico fresco quanto ao congelamento (- 25

°C) em diferentes concentragdes do extrato de ISP durante 0, 10, 20, 30 e 40
dias de estocagem.

F.v g.l Q.M P>F
Tratamento 4 20.7515380 <0001*
Tempo 4 34.6237680 <0001*
Trat*Tempo 16 1.1146872 <0001*

F.V: Fonte de variagao; gl: Graus de liberdade; QM: Quadrado médio.
* Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

Concentragées: 0 ug, 4 ug, 6 ug, 8 ug e 12 ug de proteina.100 mL' de meio de cultura YPG.

Tabela 3B - Resumo da andlise de variancia da contagem em camara de
Neubauer de leveduras (viabilidade) isoladas de fermento bioldgico fresco

quanto ao congelamento (- 25 °C) em diferentes concentragdes do extrato de
ISP durante 0, 10, 20, 30 e 40 dias de estocagem.

F.v a.l Q.M P>F
Tratamento 4 96.6699787 <0001*
Tempo 4 38.8345487 <0001*
Trat*Tempo 16 10.0477162 <0001*

F.V: Fonte de variagéo; gl: Graus de liberdade; QM: Quadrado médio.
* Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

Concentragées: 0 ug, 4 ug, 6 ug, 8 ug e 12 ug de proteina.100 mL" de meio de cultura YPG.
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Tabela 3C - Resumo da andlise de variancia da contagem em camara de
Neubauer de leveduras (inviabilidade) isoladas de fermento bioldgico fresco
quanto ao congelamento (- 25 °C) em diferentes concentra¢cdes do extrato de
ISP durante 0, 10, 20, 30 e 40 dias de estocagem.

F.v g.l Q.M P>F
Tratamento 4 5388.28000 <0001*
Tempo 4 18652.14667 <0001*
Trat*Tempo 16 465.56333 <0001*

F.V: Fonte de variagao; gl: Graus de liberdade; QM: Quadrado médio.
* Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.
Concentragdes: 0 ug, 4 ug, 6 ug, 8 ug e 12 ug de proteina.100 mL™" de meio de cultura YPG.

Tabela 3D- Resumo da andlise de varidncia da contagem em placas de
leveduras isoladas de fermento biolégico seco instantdneo quanto ao
congelamento (- 25 °C) em diferentes concentragdes do extrato de ISP durante
0, 10, 20, 30 e 40 dias de estocagem.

F.v gl Q.M P>F
Tratamento 4 13.91638467 <0001*
Tempo 4 19.16225800 <0001*
Trat*Tempo 16 1.18589383 <0001*

F.V: Fonte de variagéo; gl: Graus de liberdade; QM: Quadrado médio.
* Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.
Concentragées: 0 ug, 4 ug, 6 ug, 8 ug e 12 ug de proteina.100 mL" de meio de cultura YPG.
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Tabela 3E- Resumo da andlise de varidncia da contagem em camara de
Neubauer de leveduras (viabilidade) isoladas de fermento biolégico seco
instantadneo quanto ao congelamento (- 25 °C) em diferentes concentragdes do
extrato de ISP durante 0, 10, 20, 30 e 40 dias de estocagem.

F.v gl Q.M P>F
Tratamento 4 55.1705247 <0001*
Tempo 4 40.8856280 <0001*
Trat*Tempo 16 12.1318130 <0001*

F.V: Fonte de variagao; gl: Graus de liberdade; QM: Quadrado médio.
* Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.
Concentragées: 0 ug, 4 ug, 6 ug, 8 ug e 12 ug de proteina.100 mL"' de meio de cultura YPG.

Tabela 3F - Resumo da analise de varidncia da contagem em camara de
Neubauer de leveduras (inviabilidade) isoladas de fermento biolégico seco
instantadneo quanto ao congelamento (- 25 °C) em diferentes concentragbes do
extrato de ISP durante 0, 10, 20, 30 e 40 dias de estocagem.

F.v gl Q.M P>F
Tratamento 4 4126.54667 <0001*
Tempo 4 17193.64667 <0001*
Trat*Tempo 16 693.96333 <0001*

F.V: Fonte de variagéo; gl: Graus de liberdade; QM: Quadrado médio.
* Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.
Concentragées: 0 ug, 4 ug, 6 ug, 8 ug e 12 ug de proteina.100 mL™" de meio de cultura YPG.
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Tabela 3G - Resumo da analise de varidncia da contagem em placas de
leveduras isoladas de massas submetidas ao congelamento (- 25 °C) contendo
0 ug de proteina.100 g de massa e 8 ug de proteina. 100 g-' de massa durante
0, 10, 20, 30 e 40 dias de estocagem.

F.v gl Q.M P>F
Tratamento 1 0.84672000 0.0432*
Tempo 4 0.38171667 0.1187"
Trat*Tempo 4 0.07027000 0.8156"°

F.V: Fonte de variagao; gl: Graus de liberdade; QM: Quadrado médio.
* Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.
"s Nao significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

Tabela 3H - Resumo da analise de variancia da avaliagdo da produgédo de CO2
pelas leveduras em massas submetidas ao congelamento (- 25 °C) 0 uyg de
proteina.100 g' de massa e 8 ug de proteina. 100 g' de massa durante 0, 10,
20, 30 e 40 dias de estocagem.

F.v g.l Q.M P>F
Tratamento 1 0.00016732 0.2860"
Tempo 4 0.01155855 <0001*
Trat*Tempo 4 0.00006172 0.7760"

F.V: Fonte de variagéo; gl: Graus de liberdade; QM: Quadrado médio.
* Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.
"s Nao significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.
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Tabela 3l - Resumo da analise de variancia da avaliacdo do volume das massas
submetidas ao congelamento (- 25 °C) contendo 0 ug de proteina.100 g de
massa e 8 ug de proteina. 100 g de massa durante 0, 10, 20, 30 e 40 dias de
estocagem.

F.v gl Q.M P>F
Tratamento 1 10.2083333 0.0487*
Tempo 4 56.5125000 <0001*
Trat*Tempo 4 0.7708333 0.8527"

F.V: Fonte de variagao; gl: Graus de liberdade; QM: Quadrado médio.
* Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.
"s Nao significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.
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