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RESUMO

Esse trabalho teve como objetivo desenvolver fermentos naturais e pédes inoculados com
culturas iniciadoras autoctones, e analisar suas propriedades fisico-quimicas e funcionais. Trés
formulacGes de fermentos naturais e pdes inoculados com as espécies Companilactobacillus
paralimentarius 41 (Cp41), Lactiplantibacillus plantarum 47 (Lp47) e Levilactobacillus brevis
83 (Lb83) foram produzidos em trés tempos de fermentacdo distintos (2, 3 e 4 h). Uma
formulac@o controle, ndo inoculada, foi estabelecida. Os fermentos naturais foram avaliados
quanto aos parametros fisico-quimicos (pH, acidez total e teor de exopolissacarideos) e
microbioldgicos (enumeracgdo de células viaveis). As massas fermentadas foram enumeradas e
0s pées avaliados quanto ao pH, acidez total, volume especifico, digestibilidade das proteinas
in vitro, indice de hidrélise (HI), glicemia média estimada (eGl), atividade antioxidante,
compostos fendlicos e teor de acucares e acidos organicos. A Andlise de Variancia Fatorial de
medidas repetidas e o teste post hoc de Tukey (5% de significancia), a anélise multivariada de
componentes principais e a correlacdo de Pearson foram executados. Tanto o fermento natural
quanto os pées inoculados apresentaram um pH abaixo de 4,0 e uma acidez entre 8,9 e 9,32
0/100g. As bactérias laticas apresentaram contagens acima de 8 log UFC/g, enquanto as
leveduras se estabeleceram entre 6,60 e 8,48 log UFC/g ap6s a fermentacdo. O fermento natural
inoculado com a espécie Lp47 exibiu a maior producdo de exopolissacarideos (13,80 + 1,35
g/kg). Um maior volume especifico dos pées foi identificado a partir de 3 horas de fermentagéo
(2,41-2,74 cm®g) para as formulacdes inoculadas. Pdes produzidos com as espécies Lp47 e
Lb83 apresentaram um incremento na digestibilidade da proteina in vitro as 4 horas de
fermentacdo (99,70% + 0,01 e 99,30% + 0,01, respectivamente). O pdo inoculado com a espécie
Lb83 exibiu a menor glicemia estimada ap6s 3 horas de fermentacéo (73,78 £ 0,91). Houve
aumento da atividade antioxidante dos paes durante a fermentacéo, com o péo inoculado com
a espécie Lb83 expressando o maior teor de compostos fendlicos com 3 horas de fermentacéo
(28.19 mg + 0.95 EAG/100 g). Todos os pées de fermentacdo natural apresentaram reducdo dos
acucares maltose, glicose e frutose apos 4 h, e exibiram aumento do niveis de &cido latico
durante o periodo de fermentacdo. Todas as amostras reduziram seu teor de acido férmico entre
2 e 4 h de fermentacdo. Os achados da pesquisa identificaram uma correlacdo positiva entre o
volume especifico dos paes com o teor de compostos fenolicos (r = 0,66, p < 0,05) e com a
acidez (r = 0,95, p < 0,001). A atividade antioxidante (método DPPH") também demonstrou
correlacdo positiva com o eGl das amostras inoculadas. A analise multivariada PCA
correlacionou o carater de bioatividade e melhor digestibilidade das proteinas e indice
glicémico para os pées adicionados de Lp47 e Lb83. Ambas as culturas sdo promissoras em
fermentos naturais, com o tempo definido de 3 horas de fermentacdo. Novos estudos devem ser
desenvolvidos para auxiliar na compreensdo das interacdes e caracteristicas tecnologicas das
cepas, visando sua aplicacdo comercial e suas propriedades funcionais relacionadas a
saudabilidade e a nutricéo.

Palavras-chave: bactérias &cido laticas; compostos bioativos; digestibilidade in vitro;
fermentacdo natural; panificacao.



ABSTRACT

This study aimed to develop sourdough, and breads inoculated with autochthonous starter
cultures and analyze their physicochemical and functional properties. Three formulations of
sourdough, and breads inoculated with Companilactobacillus paralimentarius 41 (Cp4l),
Lactiplantibacillus plantarum 47 (Lp47), and Levilactobacillus brevis 83 (Lb83) were
produced at three distinct fermentation times (2, 3, and 4 hours). A non-inoculated control
formulation was established. The sourdough were evaluated for physicochemical parameters
(pH, total acidity, and exopolysaccharide content) and microbiological parameters
(enumeration of viable cells). The fermented doughs were enumerated, and the bread were
analyzed for pH, total acidity, specific volume, in vitro protein digestibility, hydrolysis index
(HI), estimated glycemic index (eGl), antioxidant activity, phenolic compound content, and
sugar and organic acid composition. Repeated-measures factorial analysis of variance
(ANOVA) followed by Tukey’s post hoc test (5% significance level), principal component
analysis (PCA), and Pearson correlation analysis were performed. Both the sourdough, and
sourdough bread exhibited a pH below 4.0 and acidity ranging from 8.9 to 9.32 g/100g. Lactic
acid bacteria showed counts above 8 log CFU/g, while yeasts ranged between 6.60 and 8.48 log
CFU/g in bread dough after fermentation. The sourdough inoculated with Lp47 exhibited the
highest exopolysaccharide production (13.80 + 1.35 g/kg). An increase in loaf specific volume
was observed from 3 hours of fermentation bread (2,41-2,74 cm?3/g) across all samples. Bread
produced with Lp47 and Lb83 showed enhanced in vitro protein digestibility at 4 hours of
fermentation (99.70 £ 0.01% and 99.30 = 0.01%, respectively). The bread inoculated with Lb83
exhibited the lowest estimated glycemic index after 3 hours of fermentation (73.78 + 0.91).
Antioxidant activity increased during fermentation, with the bread inoculated with Lb83
presenting the highest phenolic compound content at 3 hours of fermentation (28.19 mg
GAE/100 g + 0.95). All sourdough bread exhibited a reduction in maltose, glucose, and fructose
levels after 4 hours, along with an increase in lactic acid content throughout fermentation.
Additionally, all samples showed a reduction in formic acid content between 2 and 4 hours of
fermentation. The findings identified a positive correlation between loaf specific volume, and
both phenolic compound content (r = 0.66, p < 0.05) and total acidity (r = 0.95, p < 0.001).
Antioxidant activity (DPPH" method) also demonstrated a positive correlation with the eGl of
inoculated samples. PCA analysis associated the bioactive characteristics, improved protein
digestibility, and glycemic index with breads inoculated with Lp47 and Lb83. Both strains
showed promising potential for sourdough applications, with an optimal fermentation time of 3
hours. Further studies are needed to better understand strain interactions and technological
properties, aiming for commercial application and functional benefits related to health and
nutrition.

Keywords: Bioactives compounds; Bread; Digestibility in vitro; Lactic Acid Bacteria;

Sourdough
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1 INTRODUCAO

O péo é um dos alimentos mais consumidos mundialmente, com um nicho de mercado
atrativo em produtos, e em geral, com alta demanda e aberto a inovages. Parte desse mercado
se deve aos denominados pées de fermentacdo natural, encontrados em padarias artesanais, que
embora produzidos em menor escala, fomentam o mercado consumidor de produtos de valor
agregado a um publico-alvo diferenciado (Gil-Cardoso et al., 2021).

Através de uma mistura de agua e farinha, a massa fermentada (sourdough) se
desenvolve por fermentacéo espontanea, gerando o fermento natural denominado de tipo | ou
por fermentacdo através de microrganismos inoculados intencionalmente, formando o fermento
natural do tipo Il (Parakhina et al., 2021; Thomas et al., 2023). Ambas as fermentac6es
requerem o emprego de técnicas e conhecimentos especificos para obtencdo de um produto de
qualidade e que expresse suas caracteristicas (Ogunremi, Banwo Sanni, 2017). A falta de um
protocolo e/ou auséncia de padronizacdo na producdo destes pdes € um desafio (Wang, Wang,
2024), principalmente por reconhecer a importancia de atender as expectativas do consumidor,
por isso ha um esforgo no sentido de prover uma producdo otimizada e consistente de paes de
fermentacdo natural (Lau et al., 2021).

Os avancos tecnoldgicos para a otimizacdo dos processos de producdo dos produtos
panificaveis, podem contribuir para corrigir a lacuna de um protocolo estabelecido. Assim, a
utilizacdo de culturas iniciadoras (culturas starters) surge no sentido de permitir a
reprodutibilidade e manutencdo da qualidade dos paes de fermentacdo natural (Sidari et al.,
2020, Subasi, Ercan, 2023). A presenca desses microrganismos permite o desenvolvimento de
pdes com caracteristicas tecnoldgicas e propriedades conhecidas, desejaveis, e com reflexos
positivos quando comparado com a fermentagdo convencional (Boakye et al., 2022).

Estudos reportam o potencial tecnolégico e nutricional de pées de fermentacéo natural
(Canesin e Cazarin, Lau et al., 2021; Ribet et al., 2023; Alkay et al., 2024) e sua contribuicao
para o bem estar e saudabilidade (Bartkiene; Ozogul; Rocha, 2022; Calvert et al., 2021; Sadeghi
et al., 2023a). As bactérias acido-laticas (BAL), encontradas abundantemente em produtos
fermentados como vegetais, derivados lacteos e presentes em massas fermentadas (Aburas
et al., 2020, Zhang et al., 2021), desempenham papel importante ao liberar peptideos e produtos
do metabolismo microbiano de aminoacidos que impactam diretamente no desenvolvimento do
pdo, com repercussao nos compostos bioativos e de sabor (Génzle, 2014; Brown et al., 2017,
Dentice Maidana et al., 2020).



21

Ademais, a aplicacdo das BAL na panificacdo contribui para o aumento do valor
nutricional do pdo, engloba melhoria da digestibilidade e consequente menor presenca da fracéo
de gldten, reduzindo alergenicidade (Fu et al., 2020; Demirkesen-Bicak et al., 2021; Gobbetti
etal., 2019; Ma et al.; Graca et al., 2021). A fermentacédo produz outros metabolitos favoraveis
como exopolissacarideos (EPS), uma substancia bioativa de interesse na industria de alimentos
como coadjuvante (Lakra et al., 2020) e, posbidticos, microrganismos ndo viaveis, associados,
assim como o EPS, a beneficios a satde (Salminen et al., 2021). Outros impactos positivos da
fermentacdo natural sdo descritos, como nos estudos sobre a resposta glicémica e modulagédo
da microbiota humana, importantes para a compreender a repercussao do consumo desses pées
(Minervini et al., 2014; Rizello et al., 2019; Das, Pegu, Arya, 2021).

O potencial dos pédes de fermentacdo natural relacionados a salde e aos processos
tecnoldgicos requer investigacdo, principalmente ao considerar os inimeros desfechos na
producdo, e varidveis como a origem da matéria-prima e microrganismos inoculados (Comasio
et al., 2020; Ma et al., 2021). A literatura aborda as culturas autéctones Companilactobacillus
paralimentarius, Lactiplantibacillus plantarum e Levilactobacillus brevis como
microrganismos que aprimoram a qualidade do péo (Corsetti e Settanni, 2007).

Lactiplantibacillus plantarum e Levilactobacillus brevis sdo considerados
dominantes/co-dominantes em massas fermentadas (Ventimiglia et al., 2015) e resistentes a
ambientes &cidos (Aktepe et al., 2024). Para além do impacto nas caracteristicas sensoriais
(Zahra et al., 2022; Nouska et al., 2023), sabe-se que as atividades enzimaticas dessas BAL
reafirmam sua relevancia para os produtos panificaveis, a exemplo do comportamento de
degradacdo do glaten, da producdo de compostos bioativos e bioacessibilidade de nutrientes
(Siepmann et al., 2019b; Litwinek et al., 2022; Akamine, Mansoldo e Vermelho, 2023).

C. paralimentarius é caracterizada como um microrganismo relacionado a producéo de
acidos organicos (Li et al., 2023), liberacdo de peptideos bioativos por ocasido do processo
fermentativo (Marulo et al., 2024), producéo de fitase, atividade antifungica (Demirbas et al.,
2017) e por sua versatilidade metabdlica (Van Kerrebroeck, 2016). A espécie L. plantarum se
destaca por sua adaptacdo em processos fermentativos, possui alta capacidade de transformar
compostos fendlicos e produzir exopolissacarideos, peptideos e aminoacidos (Zhou, Cui, Qu,
2019; Plessas et al., 2023; Muiioz et al., 2024), e ainda participa da manutenc¢ao do microbioma
(Anumudu, Miri, Onyeaka, 2024). Em relacdo a espéecie L. brevis, estudos reportam sua
capacidade de producéo de acido latico (Han, et al., 2024) e de sintese de compostos bioativos,
como o acido gama-aminobutirico (Diana, Quilez, Rafecas, 2014; Demirbas et al., 2017), assim

como eé relatado sua consideravel atividade de fitase, melhorando a qualidade nutricional dos
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alimentos (Yildirim, Arici, 2019). A espécie ainda se destaca por colaborar no aumento dos
niveis de amido resistente de pées de fermentacdo natural (Demirkesen-Bicak et al., 2021).

Considerando que a microbiota da massa fermentanda reflete no produto e nos
beneficios a salde (Sadeghi et al., 2023b), o estudo da fermentacdo natural com culturas
microbianas selecionadas por seu carater e aptidao para a panificacdo (Medeiros, 2024), como
as cepas Companilactobacillus paralimentarius 41, Lactiplantibacillus plantarum 47 e
Levilactobacillus brevis 83, propostas nesse trabalho, pode fornecer informacgdes importantes
para a nutricdo e auxiliar no aprimoramento dos processos tecnol6gicos.

Diante do exposto, o objetivo geral do presente trabalho foi desenvolver fermentos
naturais (Tipo 1) e pdes de fermentagdo natural inoculados com cepas autoctones
Companilactobacillus paralimentarius 41 (Cp41), Lactiplantibacillus plantarum 47 (Lp47) e
Levilactobacillus brevis 83 (Lb83).

Como objetivos especificos, foi proposto analisar as caracteristicas fisico-quimicas (pH,
acidez total titulavel e determinacdo de exopolissacarideos) e microbiolégicas (contagem de
células viaveis) dos fermentos naturais inoculados com as bactérias laticas Cp41, Lp47 e Lb83;
analisar as caracteristicas microbioldgicas (contagem de células vidveis) das massas
fermentadas inoculadas com as bactérias laticas Cp4l, Lp47 e Lb83; determinar o volume
especifico e analisar as caracteristicas fisico-quimicas (pH e acidez total titulavel) dos pées de
fermentacdo natural inoculados com as bactérias laticas Cp4l, Lp47 e Lb83; conhecer as
propriedades funcionais (digestibilidade da proteina in vitro, digestibilidade do amido in vitro
[indice de hidrdlise e indice glicémico estimado]) e bioatividade (atividade antioxidante e
compostos fendlicos totais) dos pées de fermentacdo natural inoculados com as bactérias laticas
Cp41, Lp47 e Lb83; identificar o perfil dos agUcares e &cidos organicos dos paes de fermentacao

natural inoculados com as bactérias laticas Cp41, Lp47 e Lb83.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PANIFICACAO E FERMENTACAO NATURAL

A panificacdo é um setor que movimenta a economia. Os ultimos indicadores do
Instituto Tecnologico da Panificacdo e Confeitaria (ITPC) reportam que em 2022, o setor de
panificacdo e confeitaria brasileiro obteve um crescimento no faturamento de R$ 121,09 bilhdes
de reais (Rodrigues; Coelho, 2023). Segundo a Associacdo Brasileira da Industria de
Panificacdo e Confeitaria (ABIP), mais de 70 mil padarias estavam em funcionamento no pais
(ABIP, 2022).

Um levantamento sistematico da producéo agricola, do Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE, 2025), informa que na safra de trigo de 2024 foram produzidas 10,9
milhGes de toneladas de grdos. No Brasil, as importagfes ultrapassaram 520 milhGes de
toneladas de trigo em dezembro de 2024, justificada em parte pela necessidade de importacédo
de trigo com qualidade para a panificacdo (CONAB, 2025).

O relatorio do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) estima que
sejam colhidas 792,9 milhdes de toneladas para a safra 2024/2025 (CONAB, 2025). Indicadores
internacionais projetam um crescimento na cadeia de 7,45% entre os anos de 2023 e 2028,
atingindo um volume de mercado de 0,64 trilhdo de dolares. A receita absoluta esta estimada
em US$1,9 trilhdo em valor de varejo até 2029. O segmento de pées e produtos de cereais
constitui quase 15% no mecado global de alimentos, e os dados revelam o potencial da
commoditie a ser explorado na producdo industrial para os produtos de panificacdo
(ReportLinker, Statista, 2024)

Historicamente, o consumo de pédes e alimentos fermentados remete as primeiras
civilizagdes (Arranz-Otaegui et al., 2018; Korcari et al., Landis et al., 2021; Gobbetti, et al.,
2016). Com a evolucdo, estes alimentos passaram a ter outros significados e importancia
(Dimidi et al., 2019), de maneira que o interesse em novos alimentos e formas de produgéo
crescem na atualidade, e a tecnologia na industria reflete a procura dos consumidores por
inovacOes, produtos clean label (rétulo limpo), com menos aditivos, e produtos que
correspondam as suas expectativas (Albertsen; Wiedmann; Schmidt, 2020; Cappelle, Gobbetti,
2023).

Os alimentos fermentados representam uma pequena parte do mercado consumidor
dentro do nicho de alimentos e bebidas, que tem ganhado destaque nos Gltimos anos (Albagli

et al., 2023), onde fez surgir a necessidade de produtos vegetais altamente eficazes, saudaveis
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e seguros (Yuan et al., 2023). Nesse mercado, vem sendo observado o interesse crescente por
pdes saudaveis, como os denominados pdes de fermentacdo natural (Kaminski et al., 2020;
Islam, Islam, 2024).

Sem uma defini¢do legal estabelecida (D’ Amico et al., 2023), e com termos regulatorios
distintos mundialmente (Brandt, 2023), os pdes de fermentacdo natural (também referidos na
literatura como pdo de massa fermentada, massa madre, levain, lievito, sourdough) séo
produzidos através da mistura de graos (farinha) e agua (Albagli et al. 2021; Arora et al., 2021).
A composicdo da massa fermentada define os tipos de fermento natural (FN), I, 1, 1l e 1V,

respectivamente. A Figura 1 abaixo esquematiza todos eles:

Figura 1 - Tipos de processos de fermentacdo em fun¢do do microrganismo e das propriedades finais
desejadas para a panificacéo.

Mistura de farinha

e agua
. : BAL - Levedura
~ ~ + Pt
Massa-mae 4-1 Fermentacao Farinha + agua (culturas iniciadoras)
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Oxigénio
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Fermento maduro
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(spray drying) ou tambor rotativo
Fermento seco Fermento
maduro

Fonte: Traduzido de Pérez-Alvarado et al. (2022).

No FN Tipo I, a fermentacao ocorre de forma esponténea, pela acdo de microrganismos
autoctones que colonizam a mistura de farinha e agua, presentes na prépria materia-prima, além
dos microrganismos encontrados no ambiente. As bactérias e leveduras ambientais fermentam

os hidratos de carbono digeriveis e outros nutrientes (Calvert et al., 2021). O FN Tipo | mantém
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sua atividade metabdlica maxima pelo processo chamado de back-slopping (retrolavagem) ou
propagac¢ao, onde um procedimento de ‘refrescagem’ ¢ admitido, substituindo parte da mistura
por novos volumes de farinha e d4gua (D’ Amico et al., 2023).

Ha uma diversidade consideravel de cepas de BAL e espécies de leveduras no FN Tipo
| e a propagacdo permite a prevaléncia de espécies melhor adaptadas ao seu ecossistema (Pérez-
Alvarado et al., 2022). E um fermento normalmente produzido por padeiros artesanais e sua
maturacdo é avaliada por aspectos sensoriais como odor e aparéncia visual (Gobbetti et al.,
2016). Contudo, é possivel inferir que a maturacdo da massa fermentada é claramente
condicionada ao tipo de farinha utilizada (McKenney et al., 2023). Como desvantagem, o
método ndo permite reproducao em escala industrial, demanda maior tempo, além de possuir
fatores de producédo de dificil controle (Galli et al., 2019).

O FN Tipo Il € produzido pela adi¢do intencional de microrganismos, conhecidos como
culturas iniciadoras ou culturas starters (Albagli et al., 2021), comumente BAL e leveduras,
como o tradicional fermento de padeiro. A diversidade microbiana é menos presente e a
inoculacdo de outras espécies pode alterar a composicdo presente da farinha e da agua. Esse FN
pode ser utilizado em maior escala e acrescido de bactérias conhecidas com a finalidade de
obter caracteristicas sensoriais Unicas (Génzle; Jinshui, 2019).

Quando o FN Tipo Il é submetido a processo tecnolégico de secagem, € denominado de
FN Tipo Ill, de melhor manuseio, transporte e maior validade, se adequando as padarias
industriais (Pérez-Alvarado et al., 2022). Os FN Il e Ill permitem a adicdo de bactérias e
leveduras em uma Unica etapa, favorecendo sua aplicacdo pela industria. Ambos séo
categorizados como fermentos liquidos ou semiliquidos, pois em formulacéo, a quantidade de
agua é superior a farinha. O pardmetro é considerado muito importante, pois determina a
espessura da massa fermentada, e é expresso como o rendimento da massa (Dough Yield - DY),
onde 100 partes de farinha sdo somadas a quantidade de partes de agua utilizada para a
hidratagdo (Galli et al., 2019).

O FN Tipo IV se assemelha ao FN Tipo | por ja possuir uma cultura iniciadora e por ser
manejado (submetido a propagacdo) como o FN Tipo I, podendo receber elementos extras
atuantes como culturas iniciadoras, a exemplo de frutas e mel (Calvert et al., 2021; Siepmann
et al., 2018; Siepmann et al., 2019b). O ecossistema desse fermento pode se alterar pela
competicdo entre a cultura inicial e os microrganismos espontaneos, favorecendo esses ultimos
(De Vuyst; Van Kerrebroeck; Leroy, 2017).

Conhecer o tipo do fermento natural é um passo importante no entendimento dos

desfechos dos processos em panificagdo, como observado no estudo de Gu et al. (2023), que
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avaliaram o efeito da substituigdo de uma massa fermentada Tipo Il por um novo tipo de massa
fermentada preparada a partir de uma cepa pura liofilizada (submetida a secagem), em relagéo
ao processo de fermentacdo. Os autores concluiram que a cepa liofilizada manteve as
caracteristicas de aroma provenientes dos compostos volateis da massa fermentada Tipo I,
ratificando o uso da cepa liofilizada na industria. A producgdo de pées de fermentagdo natural
envolve o desenvolvimento e manutengdo de uma rede complexa de culturas microbianas (Lau
et al., 2021), e o conhecimento sobre as caracteristicas desses microrganismos envolvidos na

fermentacao natural auxilia na definicdo e aplicacdo dos processos tecnoldgicos.

2.2 MICRORGANISMOS ENVOLVIDOS NA FERMENTACAO NATURAL

O fermento natural é considerado um ecossistema diverso onde BAL estdo presentes
em abundancia. Um total de 111 espécies diferentes de BAL e 59 espécies de leveduras ja foram
isoladas de massas fermentadas em todo o mundo (De Vuyst et al., 2023). As BAL encontradas
nas massas fermentadas caracterizam-se por serem gram-positivas, acido-tolerantes, parte de
um grupo filogeneticamente homogéneo (Gangle, 2015), que inclui as espécies dos géneros
Lactococcus sp. e Lactobacillus sp., esse dltimo o mais predominante entre as culturas
iniciadoras (Obayomi, Olaniran, Owa, 2024; Falasconi et al., 2020; Arora et al., 2021).

Embora parte da microbiota humana, as BAL séo geralmente consideradas seguras
para a indastria de alimentos (Brandt, 2019), e de acordo com a agéncia federal do
Departamento de Saude e Servigos Humanos dos Estados Unidos (FDA), sdo designadas como
microrgansimos GRAS (generally recognized as safe) e com presuncdo qualificada de
seguranca (QPS) pela Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar (EFSA) (Zapas$nik,
Sokotowska, Bryta, 2022; Bangar et al., 2021; Panel et al., 2020).

As BAL se diferenciam por seu metabolismo homofermentativo ou
heterofermentativo. As BAL homofermentativas metabolizam hexoses e pentoses através da
via Embden-Meyerhoff (via da glicélise e a via da pentose fosfato) para piruvato como o
principal intermediario metabdlico (Stephen, Saleh, 2023; Abedi, Mohammad, Hashemi, 2020).
As BAL heterofermentativas metabolizam hexoses e pentoses através da via fosfogluconato e
fosfocetolase para piruvato e acetil-fosfato como principais intermediarios (Zheng et al., 2020).
O é&cido latico e outros compostos como dioxido de carbono (CO32), perdxido de hidrogénio,
diacetil, acetato e alcool sdo produzidos (De Vuyst; Van Kerrebroeck; Leroy, 2017), utilizando
o cofator NADP (fosfato de adenina de nucleotideo), de importancia para as reagdes quimicas

(Abedi, Mohammad, Hashemi, 2020). Elas ainda podem utilizar co-substratos como o oxigénio
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e a frutose para ajudar na fermentacédo. Isto leva a um aumento da producdo de acetato, que
pode melhorar o sabor e a textura do pdo (Pérez-Alvarado, 2022; Génzle, 2015).

Embora tais classificacbes (homo e heterofermentativo) tenham sido adotadas
recentemente a partir das consideracdes fisioldgicas, filogenéticas, e analises gendémicas (Zheng
et al., 2020), a Tabela 1 abaixo elenca as BAL envolvidas no processo fermentativo
considerando o0s termos anteriormente utilizados (heterofermentativas obrigatorias,

heterofermentativas facultativas).

Quadro 1 - Bactérias acido laticas heterofermentativas obrigatérias, heterofermentativas facultativas,
homofermentativas, e leveduras encontradas em diferentes tipos de massa fermentada.

Heterofermentativas obrigatorias Heterofermentativas facultativas
Fructilactobacillus fructivorans Companilactobacillus alimentarius
Fructilactobacillus sanfranciscensis Companilactobacillus kimchii
Furfurilactobacillus rossiae Companilactobacillus paralimentarius
Latilactobacillus curvatus Lacticaseibacillus casei
Lentilactobacillus parabuchneri Lacticaseibacillus paracasei
Leuconostoc citreum Lacticaseibacillus rhamnosus
Leuconostoc mesenteroides Lactiplantibacillus pentosus
Levilactobacillus acidifarinae Lactiplantibacillus plantarum
Levilactobacillus brevis Lactiplantibacillus xiangfangensis
Levilactobacillus hammesii Latilactobacillus sakei
Levilactobacillus koreensis Levilactobacillus spicheri
Levilactobacillus namurensis Limosilactobacillus coleohominis
Limosilactobacillus fermentum Pediococcus acidilactici
Limosilactobacillus reuteri Pediococcus pentosaceus
Limosilactobacillus frumenti Schleiferilactobacillus perolens
Limosilactobacillus pontis Leveduras

Weissella cibaria Candida tropicalis

Weissella confusa Candida glabrata

Weissella hellenica Candida pelicullosa
Homofermentativas Kazachstania exigua
Companilactobacillus farciminis Kazachstania humilis
Companilactobacillus nodensis Kazachstania servazzi
Lactobacillus amylovorus Pichia kudriavzevii

Lactobacillus acidophilus Rhodotorula mucilaginosa
Lactobacillus delbrueckii Saccharomyces bayanus
Lactobacillus helveticus Saccharomyces cerevisiae
Ligilactobacillus salivarius Torulaspora delbrueckii
Ligquorilactobacillus nagelii Wickerhamomyces anomalus
Streptococcus constellatus Yarrowia keelungensis

Fonte: Adaptado de Perez-Alvarado et al. (2022).

As BAL dominantes séo consideradas heterofermentativas (Arora et al., 2021) e atuam
em sinergismo com leveduras, que sdo bem adaptadas ao ambiente &cido e capazes de se
desenvolverem em concentragdes de 10’ UFC/g, pouco abaixo do apresentado pelas BAL (108
UFC/g) (De Vuyst et al., 2014; Pérez-Alvarado et al., 2022).

Um estudo conduzido por Zheng et al. (2020), que avaliou a taxonomia
de Lactobacillaceae e Leuconostocaceae com base em sequéncias de genoma completo,

detalhou as caracteristicas de varios géneros e espécies de microrganismos. O Quadro 2 abaixo
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apresenta as propriedades dos microrganismos objetos dessa pesquisa.

Quadro 2 - Propriedades dos géneros Companilactobacillus sp.,

Lactiplantibacillus sp.,

Levilactobacillus sp., e das espécies Companilactobacillus paralimentarius, Lactiplantibacillus
lantarum e Levilactobacillus brevis.

Companilactobacillus sp.

Lactiplantibacillus sp.

Levilactobacillus sp.

Procedéncia: isolado de
vegetais fermentados e frutas, e
também de massas fermentadas
ou cereais selecionados.

Ocorréncia: N&o expressa
dominancia em nenhuma dessas
fermentacbes, mas  ocorre

consistentemente em massas
fermentadas tipo I.

Desempenho: Temperatura de
crescimento é variavel,
crescendo entre 25 e 30 °C,
assim como a 15 °C e 45 °C
(limitada a algumas especies).
Informagdes sobre sua ecologia
e estilo de vida sdo escassas.

Companilactobacillus
paralimentarius: isolada de
fermento natural, da
fermentacdo de outros cereais e
de carne de aves.

Procedéncia: isolado de muitos
alimentos fermentados diferentes,
como Vvegetais fermentados, carnes,
produtos lacteos e cereais
fermentados, mas também se encontra
em habitats associados a insectos ou
como residentes temporarios da
microbiota intestinal dos vertebrados.

Ocorréncia: Utilizado como cultura
starter para fermentac6es alimentares
maltiplas e é aplicado como cultura
probidtica.

Desempenho: Fermenta uma vasta
gama de hidratos de carbono. A
maioria das espécies metaboliza
acidos fenolicos através de atividades
de esterase, descarboxilase e redutase.

Lactiplantibacillus plantarum:
Algumas cepas reduzem o nitrato em
concentragdo limitada de glicose e pH
6,0 ou superior. Requer pantotenato de
calcio e niacina para crescer. Algumas
cepas apresentam atividade fitase-
positiva. E considerada dominante da
microbiota em fermentacdes
espontaneas de vegetais e azeitonas,
ocorrendo em massa fermentada, em
fermentagdes de laticinios e carnes
fermentadas.  Contribui  para a
deterioracdo da cerveja e vinho. Faz
parte da microbiota de insetos e é
isolado do trato intestinal humano,
cavidade oral.

Lactiplantibacillus plantarum subsp.
plantarum: isolado de produtos
lacteos e ambientes lacteos, silagem,
chucrute, legumes em conserva, massa
fermentada, estrume de vaca, cavidade
oral humana, trato intestinal e fezes, e
de esgotos.

Procedéncia: isolado de insetos,
leite, queijo, chucrute,
fermentagdes vegetais
relacionadas, massa fermentada,
silagem, esterco de vaca, fezes e da
boca e trato intestinal de humanos
e ratos. Ocorre amplamente em
vegetais e na fermentacdo de
cereais. Considerado um
microrganismo deteriorante em
cervejas. E um lactobacilo com
potencial de fermentacéo.

Ocorréncia: presente em muitas
massas fermentadas do tipo |,
como unico agente de fermentagdo.

Desempenho: cresce a 15 °C, mas
ndo a 45 °C, toleram ambientes
acidos, crescendo bem com pH
entre 4-7 e produzem &cido D-
latico. Algumas cepas apresentam
atividade fitase-positiva

Levilactobacillus brevis:
geralmente abriga genes que
codificam para transaldolase/
transcetolase que medeiam o
metabolismo de pentoses para
piruvato. Usado comercialmente
como cultura inicial em aplicacbes
de alimentos e racBes. As cepas
fermentam galactose, maltose,
lactose, rafinose, sacarose, xilose e
esculina. Consume fontes de
carbono simultaneamente.

Fonte: Ibrahim (2016); Adaptado de Zheng et al. (2020)

A importancia da compreensdo sobre a origem e comportamento dos microrganismos,

como as BAL, é oportuna ao auxiliar na constru¢do do conhecimento sobre suas variaveis e

relagbes nos modos de producdo. O processo de fermentacdo apresenta um fluxo significativo
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de acOes que repercutem na qualidade sensorial e nutricional nos produtos de panificagéo,

conforme ilustra a Figura 2, abaixo.

Figura 2 - Impacto do péo de fermentagdo natural na industria de panificacéo.
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Bactérias fermentativas como as BAL produzem compostos como acidos organicos
(latico, acético) que refletem na percepcao de aroma (De Vuyst; Van Kerrebroeck; Leroy, 2017)
e reduzem o pH do meio, inibindo microrganismos sensiveis ao ambiente acido (Fekri et al.,
2024). Outros compostos presentes como alcoois, aldeidos e cetonas corroboram para as
caracteristicas sensoriais, como sabor e textura dos pédes. Processos bioquimicos como a
conversdo de aminoacidos como a fenilalanina, a isoleucina (acido), glicina, serina e alanina
(vinagre/azedo) em aldeidos e cetonas, podem formar compostos aromatizantes adicionais
relevantes (Limbad et al., 2020).

As leveduras fazem parte do ecossistema da fermentacao natural, atuam na producéo
de gas carbonico e contribuem como agentes fermentadores na panificacdo e na geracao de
compostos de aroma. A levedura Saccharomyces cerevisiae prospera em ambientes acidos
produzidos por BAL. Tal relagdo mutualistica é estabelecida na natureza e beneficia ambos 0s
microrganismos (Han, et al., 2024; Sieuwerts, Bron, Smid, 2018). A fermentacdo aumenta a
sintese de compostos volateis, fenolicos e a atividade da fitase (Palla et al., 2019), essa ultima
principalmente pelas cepas L. brevis LD656 e L. plantarum PB241 (De Vero, losca, Pulvirenti,
2021).
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A literatura demonstra a dominancia dos géneros Saccharomyces, Kazachstania,
Wickerhamomyces, Torulaspora e Pichia (Carbonetto et al., 2020), sendo a espécie
Saccharomyces cerevisiae uma das mais representativas (Chiva et al., 2021; De Vuyst et al.,
2016). A especie apresenta boa tolerancia ao baixo pH, ao alto teor de carboidratos e a maior
presenca de BAL (Fekri et al., 2024). Um estudo prévio demonstrou que o sinergismo de BAL
com leveduras pode reduzir mais de 40% o contetdo do &cido fitico, considerado um anti
nutriente, em farinhas integrais pela fitase exdgena produzida pelas leveduras (Karamam,
Sagdic, Durak, 2018). As condicdes acidas promovidas pela fermentacdo aumentam a atividade
endogena da fitase do cereal, desta forma, o uso de massas fermentadas torna-se relevante para
a reducdo do teor de fitato ao melhorar a biodisponibilidade de minerais (Alkay et al., 2024;
Samtiya, Aluko, Dhewa, 2020).

O estudo sobre a fermentacdo natural no que concerne a interacdo do ecossistema dos
microrganismos se intensificou na década de 90, e apenas anos mais tarde, pesquisas com foco
nos aspectos nutricionais de outras culturas foram desenvolvidas (Arora et al., 2021). Desde
entdo, questdes relacionadas a tecnologia e nutricdo e salde que permeiam a fermentagédo
natural buscam elucidar seu potencial (Paramithiotis, 2006; Corsetti e Settanni, 2007; Chavan,
Chavan, 2011; Yazar e Tavman, 2012; Pétel, Onno e Prost, 2017; De Vuyst, Van Kerrebroeck
e Leroy, 2017; Fernandez-Pelaez, Paesani, Gomez, 2020; Calvert et al., 2021; Lau et al., 2021;
De Vuyst, Comasio, Kerrebroeck, 2021; Landis et al., 2021; D’Amico et al., 2023; Illueca et
al., 2023; Lima et al., 2023; Islam e Islam, 2024; Alkay, 2024).

2.3 ASPECTOS TECNOLOGICOS E NUTRICIONAIS NA FERMENTACAO NATURAL

Os microrganismos da massa fermentada tém o potencial de influenciar as funcdes e
processos ecossistémicos das culturas iniciadoras, assim como em propriedades reoldgicas e
sensoriais do pdo (D’Amico et al., 2023; Fujimoto et al., 2019; Minervini et al., 2014). Tal
como no estudo de Cakir et al. (2020), que investigaram os efeitos da cultura iniciadora e
parametros de qualidade do pdo em massa produzida com farinha de trigo domesticado
(einkorn, Triticum monococcum L ssp. monococcum.) e farinha de trigo comum, em diferentes
proporcdes. Os pesquisadores identificaram que o pdo de massa fermentada contendo 25% e
50% de farinha de einkorn apresentou volume especifico superior e propriedades tecnoldgicas
semelhantes ao do pao produzido exclusivamente com farinha de trigo comum.

Estudos que analisam o comportamento de cepas em co-cultura em produtos de

panificacdo também sdo interessantes por promover o conhecimento da interacdo destes
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microrganismos, como no estudo dos autores Li, Hu e Fu (2022), que avaliaram os efeitos de
uma cepa selecionada de bactéria do &cido acético nas propriedades da massa fermentada e de
um pdo cozido no vapor, preparados a partir de cinco culturas iniciadoras diferentes. Os
resultados mostraram maior elasticidade e viscosidade para a massa fermentada com levedura
e BAL, e maior volume especifico em comparacdo aos demais grupos e menores valores de
dureza e mastigabilidade para os grupos de levedura e BAL, e levedura e bactéria do acido
acetico, respectivamente.

Outro estudo em consorcio, conduzido por Korcari et al. (2021), investigou a
utilizacdo de culturas iniciadoras selecionadas para a obtencdo de um péo de massa fermentada
a base de espelta (trigo-vermelho), com melhores caracteristicas tecnoldgicas e sensoriais. Dois
consorcios foram elencados contendo uma cepa de levedura comercial e duas cepas de BAL.
Os resultados apontaram para a auséncia de inibi¢es entre as BAL e as leveduras, que
cresceram em propor¢des consideradas desejaveis para massas fermentadas. Neste mesmo
estudo (Korcari et al., 2021), o produto obtido apresentou textura de miolo superior e foi bem
aceito pelos consumidores, além de apresentar melhor vida de prateleira quando confrontados
com contaminantes comuns de cereais. Os dados mostraram que as culturas iniciadoras
selecionadas ttm um bom potencial na melhoria da qualidade dos produtos de panificacdo
obtidos com farinhas que apresentam um fraco desempenho tecnoldgico, como a espelta, e
ainda propriedades nutricionais interessantes e cultivo sustentavel.

Um estudo de Montemurro et al. (2020) avaliou a adequacgéo de quarenta cepas para
serem utilizadas como microrganismos iniciadores. Dentre os resultados encontrados, as
massas fermentadas de Lactiplantibacillus plantarum e Lactobacillus sanfranciscensis
permitiram a producao de pées caracterizados com uma digestibilidade protéica in vitro superior
a dos paes obtidos com cepas de Lactobacillus spp. ou levedura de panificacdo. Outro estudo,
conduzido por Rizzello et al. (2019), identificou um aumento de 16% na digestibilidade do pao
de fermentacédo natural e um aumento acima de 18% no teor proteico.

O efeito na digestibilidade do amido e indice glicémico (I1G), diretamente relacionados,
tambeém séo relatados na literatura. A capacidade de fermentacdo do amido é dependente da
expressao do gene amyA, responsavel pela producdao da enzima extracelular a-amilase, de
forma que os géneros Lactobacillus, Lactococcus e Streptococcus sdo os mais eficientes
(Tsafrakidou, Michalidou, Biliaderis, 2020; Chaves-Lopez, et al., 2020). A reducéo no IG é
importante para o controle da hiperglicemia. O consumo de pées fermentados pode contribuir
para a reducéo do IG pela indisponibilidade do amido, uma vez que a interagdo do amido e do

gluten, e a acdo dos acidos organicos gerados pela fermentacdo, diminui a digestibilidade do
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amido e a resposta glicémica pds-prandial, com isso reduz os niveis de agucar sanguineos
(Melini et al., Gobbetti et al., 2019; Alkay et al., 2024; Canesin e Cazarin, 2021; Bo et al.,
2017).

A literatura traz relatos de pesquisas sobre o consumo de pées de fermentacdo natural
e seus impactos na saude gastrointestinal (Lau et al., 2021; Martinez Tuppia et al., 2024). Os
FODMAPS (sigla para fermentable oligosaccharides, disaccharides, monosaccharides and
polyols), sdo carboidratos de cadeia curta, ndo facilmente digeriveis, que quando consumidos
em excesso podem trazer efeitos deletérios em pessoas acometidas pela sindrome do intestino
irritdvel (SII) ou com sensibilidade ao gluten ndo-celiaca (Menezes et al., 2018; Fernandez-
Peldez, Paesani, Gomez, 2020). A fermentacdo natural pode auxiliar na reducdo dos niveis
desses carboidratos, como os frutanos ¢ a-galactooligossacarideos (Laatikainen et al., 2017).
Os microrganismos da massa fermentada convertem a sacarose em glicose e frutose, que por
sua vez convertem a frutose em manitol, sendo metabolizada pela microbiota intestinal
(Menezes et al., 2019; Pejcz, et al., 2021; Zhural et al., 2024; Loponen, Géanzle, 2018). Estudos
apontam que a reducdo dos FODMAPS ¢ diretamente relacionada ao tempo de fermentacéo
(Laatikainen et al., 2017; Siepmann et al., 2019a).

Para além das culturas iniciadoras, o estudo do comportamento de multiplas culturas
auxilia no entendimento do impacto na satde. Um estudo recente, que investigou o impacto da
fermentacdo na reducdo do contetdo do glaten, também buscou entender como as cepas L.
plantarum BS, L. brevis 1269 e L. sanfranciscensis 20663, que degradam a gliadina, afetavam
a imunogenicidade e a capacidade de inibir a conversdo de angiotensina (relacionada a
hipertensdo arterial) e a a-amilase (relacionada a disfungbes pancredticas). Os autores
concluiram que o pdo de fermentacdo natural com teor reduzido de gluten impediu 0 aumento
da alergenicidade e contribuiu para mitigar a hipertenséo arterial (Bartos et al., 2024).

De acordo com Menezes et al. (2018), as atividades enzimaticas microbianas das BAL
e leveduras, atraves de culturas mistas, devem ser empregadas no sentido de produzir pées tanto
com caracteristicas nutricionais, quanto com caracteristicas sensoriais desejaveis.
Considerando a diversidade microbiana de BAL e levedura comercial, esperam-se ainda
inimeros estudos ensaiando as relacBes entre 0s microrganismos presentes nos paes de
fermentacdo natural. A elaboracdo de pées sourdough beneficiar-se-4 com o conhecimento das

propriedades intrinsecas desses microrganismos (Sanchez-Adria et al., 2023).

2.4 METABOLITOS SECUNDARIOS NA FERMENTACAO NATURAL
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Por definicdo, metabdlitos secundarios sdo substdncias produzidas por
microrganismos que desempenham diversas funcbes sistémicas. As BAL produzem
metabolitos secundarios incluindo acidos organicos, acidos carboxilicos, acidos fenolicos,
dipeptideos ciclicos, perdxido de hidrogénio, reuterina, compostos proteicos e compostos
antifungicos (Abdel-Nasser et al., 2023). A exemplo, em um ensaio conduzido por Gonzélez-
Alonso et al. (2023), descobriu-se a associac¢ao da producdo simultanea de &cido latico, etanol,
manitol, acido acético, glicerol, eritritol e lactato de etila pela cepa Limosilactobacillus
fermentum.

Efeitos benéficos na satde e na nutricdo humana tém sido relacionados aos metabélitos
produzidos por microrganismos durante a fermentacdo. Luti et al. (2021) usaram cepas de
lactobacilos para produzir peptideos com propriedades anti-inflamatorias e/ou antioxidantes,
atividades mantidas apds o cozimento do pdo de massa fermentada. Ja o estudo de Ispirli et al.
(2020), investigou o impacto do alfa-glucano produzido por Limosilactobacillus reuteri E81
(anteriormente denominado Lactobacillus reuteri E81) e identificou uma maior elasticidade da
massa fermentada. Quando o mesmo foi adicionado, os ensaios revelaram menor dureza do
péo..

O estudo de Colosimo et al. (2020) demonstrou que a fermentacdo de Triticum
urgidum subsp. dicoccum proporcionou maior vida de prateleira do produto, relacionada a
producdo de acidos organicos, melhora do sabor e da digestibilidade. Segundo os autores, a
hidrolise da proteina resultante da atividade microbiana aumenta a biodisponibilidade potencial
dos aminoéacidos e pode facilitar a producéo de peptideos bioativos com possiveis beneficios a
satde. Além disso, a reducdo de determinados peptideos associados a intolerancia a cereais em
humanos pode oferecer novas oportunidades para o desenvolvimento de produtos inovadores
que atendam a pacientes com doenca celiaca.

Outros metabdlitos que se destacam, como 0s posbidticos (microrganismos ndo-vivos
de celulas microbianas inanimadas), podem promover beneficios a saude (Cuevas-Gonzélez,
Liceaga, Aguilar-Toald, 2020). As células vivas ndo sao uma condi¢do necessaria para exercer
os efeitos terapéuticos benéficos sobre os consumidores. Metabolitos e estruturas celulares de
microrganismos da massa fermentada sdo potenciais posbioticos, além dos componentes
nutricionais essenciais do proprio pao (Pacularu-Burada et al., 2020; Salminen et al., 2021). As
BAL sdo um dos principais grupos de microrganismos com varias cepas probioéticas aplicaveis
a fermentacdo de cereais. Durante o processo de cozimento, a lise celular (morte) dos
microrganismos gera residuos celulares que podem ter propriedades benéficas, funcionando

como posbidticos (Nataraj et al., 2020).
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Exemplos de compostos poshidticos presentes no FN séo os &cidos graxos de cadeia
curta (AGCC), proteinas/peptideos secretados, bacteriocinas, biossurfactantes secretados,
aminoéacidos, flavonoides, vitaminas, acidos e EPS — esse ultimo a ser estudado nessa pesquisa.
Ademais, estruturas celulares microbianas, como peptideoglicano de paredes celulares
bacterianas, fimbrias, flagelos, proteinas associadas a superficie celular, biossurfactantes
ligados a parede celular e sobrenadantes celulares também sdo componentes posbidticos com
possiveis beneficios a sadde do hospedeiro (Nataraj et al., 2020; Schlérmann et al., 2022). Além
das propriedades nutricionais, alimentos com posbidticos apresentam aumento em suas
propriedades sensoriais e tecnoldgicas, maior vida de prateleira, reduzida contaminagédo
microbiana em alguns processos de fabricacdo e durante o armazenamento (Aguilar-Toala et
al., 2018; Barros et al., Shafipour et al., 2020).

A partir do estudo do perfil das BAL, é possivel compreender a importancia dos
metabolitos secundarios para a fermentacao natural e saude. O estudo conduzido por Pacularu-
Burada et al. (2020), isolou e selecionou cepas presuntivas de bactérias laticas selvagens, que
pudessem demonstrar propriedades funcionais importantes a serem usadas posteriormente em
fermentacdes de massa fermentada rica em proteinas a base de plantas e sem gluten. Como
resultados, as cepas apresentaram boas propriedades antimicrobianas, a exemplo da cepa de
Leuconostoc spp., que ainda foi capaz de produzir grandes quantidades de exopolissacarideos
(EPS).

Os metabdlitos secundarios como os EPS sdo polimeros de carboidratos de cadeia
longa, de natureza hidrocoloidal, sintetizados pelas BAL e classificados como
heteropolissacarideo ou homopolissacarideo. Esse ultimo produzido em maior quantidade esta
relacionado com a panificacdo por conferir caracteristicas reoldgicas e sensoriais importantes
como aumento da viscosidade da massa, da maciez do miolo e do volume especifico do pao.
Por outro lado, h& a reducédo da taxa de envelhecimento e firmeza do produto (Lynch; Coffey,
Arendt, 2018; Xu et al., 2019; Korcz e Varga, 2021).

Um estudo de Abedfar et al. (2018), analisou a capacidade de producdo de EPS em
cepas de Lactiplantibacillus plantarum e Pediococcus pentosaceus, e 0s autores identificaram
potenciais propriedades antioxidantes, revelando a contribuicdo do metabdlito para a
panificagdo. Além dos exopolissacarideos, a literatura reporta outros metabolitos secundéarios
capazes de contribuir para o carater antioxidante de produtos fermentados, como 0s compostos
bioativos, que favorecem as propriedades promotoras de salde (Koistinen et al., 2018;
Akamine, Mansoldo e Vermelho, 2023).
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2.5 COMPOSTOS BIOATIVOS NA FERMENTACAO NATURAL

Durante a producdo do pao, ocorrem inimeras reacdes quimicas envolvendo seus
principais componentes e fitoquimicos bioativos, como a desnaturacdo de proteinas,
degradacdo de amino&cidos, agUcares, gelatinizacdo do amido, e ainda novos compostos
aparecem, com impacto sensorial e nas propriedades bioativas do alimento (Plessas et al.,
2023). A protedlise proporcionada pela fermentacéo libera peptideos bioativos e aminoacidos
que sdo absorvidos pelos enterdcitos, trazendo beneficios a saude (Canesin, Cazarin, 2021).
Estudos voltados para melhoria do contetdo de aminoacidos e da neurotransmissdo sdo
relacionados aos efeitos da fermentacdo natural na digestibilidade das proteinas (Alkay et al.,
2024).

Os compostos fendlicos também sdo investigados no &mbito na fermentagdo natural.
Esses compostos podem ser definidos como componentes alimentares altamente valiosos
devido a seu potencial utilizacdo como moléculas bioativas e antioxidantes naturais para as
industrias alimenticia, cosmética, quimica e farmacéutica. Os compostos fendlicos séo
encontrados em quase todos os alimentos de origem vegetal como o trigo, e nos subprodutos
resultantes do seu processamento (Lama-Mufioz; Contreras, 2022). O interesse no perfil
fenolico bioativo em produtos de panificacdo se justifica por representar uma fonte valiosa de
compostos promotores da salde, pertencentes a flavonodides (com atividade antidiabética),
lignanas e acidos fendlicos (Omoba; Isah, 2018). A fermentacdo natural promove o0 aumento da
bioacessibilidade dos &cidos fendlicos, aumenta a capacidade antioxidante, uma vez que a
acidez do meio favorece a hidrélise dos ésteres de glicosideos dos acidos fenélicos (Angelino
etal., 2017).

Um estudo conduzido por Omoba e Isah (2018), avaliou a composi¢éo de aminoacidos,
identificou e quantificou os compostos bioativos fendlicos presentes e as propriedades
antioxidantes dos biscoitos de sorgo com e sem massa fermentada. Seis compostos fenolicos
foram identificados e quantificados em ambos os biscoitos. O acido ferulico foi o composto
fenolico mais proeminente, seguido pelo acido clorogénico, de forma que os autores concluiram
que a presenca de compostos fendlicos bioativos e a sua eficacia antioxidante sugerem
beneficios para a salde na gestdo do estresse oxidativo e das doencas degenerativas. Outro
estudo, como de Plessas et al. (2023), utilizou um corante potencialmente probidtico com
Lactiplantibacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 14917 como iniciador na panificacdo
de massa fermentada. Os autores evidenciaram que as cepas de L. plantarum puderam aumentar

a capacidade antioxidante das massas fermentadas, afetando os niveis de componentes bioativos
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através de atividades metabolicas que liberam compostos antioxidantes.

Conforme exposto, a literatura traz estudos que abordam a fermentacdo natural em
pées por bactérias acido laticas e sua relacdo com potenciais beneficios a saide, como estudos
sobre atividade antioxidante e compostos bioativos, digestibilidade, imunomodulacdo. A
utilizacdo de culturas iniciadoras selecionadas por sua aptiddo tecnoldgica, como as propostas
para essa pesquisa, pode subsidiar informacOes para nortear e aprimorar 0S Processos
produtivos e melhorar as propriedades funcionais dos produtos. Compreende-se que a
investigacdo do comportamento dessas bactérias na panificacdo pode incrementar a industria,
principalmente no cenério atual onde ha uma crescente preocupacdo com 0 bem estar e a
saudabilidade.
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3MATERIAL E METODOS

3.1 CLASSIFICACAO DA PESQUISA

Considerando o exposto por Gil (2022), que indica a pesquisa exploratoria como
descritiva ao buscar estabelecer bases para futuras pesquisas e descrever as caracteristicas de
um fendmeno, a metodologia adotada na pesquisa possui carater experimental ao observar o0s
efeitos das variaveis. Justifica-se como de natureza quantitativa ao averiguar fatos, analisar

hipoteses e operacionalizar a construcdo do conhecimento a partir da légica (De Sordi, 2017).

3.2 LOCAL DE EXECUCAO

A manutencdo e preparacdo das culturas bacterianas, a determinacdo de
exopolissacarideos (EPS), o desenvolvimento dos fermentos naturais, a determinacdo do
volume especifico e a digestibilidade do amido in vitro foram desenvolvidas no Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos (LM), Campus I, em Mangabeira, no Centro de Tecnologia e
Desenvolvimento Regional (CTDR), da Universidade Federal da Paraiba (UFPB). A
elaboracdo dos pdes de fermentacdo natural foi realizada no Laboratério de Cozinha
Experimental e no Laboratério de Confeitaria, Panificacdo e Bebidas (LabCoze-LCPB-CTDR-
UFPB).

As andlises fisico-quimicas dos paes de fermentacdo natural, foram desenvolvidas no
Laboratério de Anélise Fisico-Quimica (LAFQ-CTDR-UFPB). O ensaio da atividade
antioxidante e de compostos fendlicos totais dos pdes foi realizada no Laboratério de
Microbiologia e Bioquimica dos Alimentos (LMBA), do Centro de Ciéncias da Saude-CCS,
Departamento de Nutricdo, Campus |, Cidade Universitaria, UFPB. As analises de
determinacéo dos agUcares e acidos organicos dos paes de fermentacdo natural foram realizadas
no Laboratorio de Bebidas e Cromatografia Liquida (LBCL) do Instituto Federal do Sertéo

Pernambuco (IFSertdoPE), Campus Petrolina, PE.
3.3 MATERIAL
As culturas bacterianas utilizadas nesse estudo, Companilactobacillus paralimentarius

41 (Cp4l), Lactiplantibacillus plantarum 47 (Lp47) e Levilactobacillus brevis 83 (Lb83),

foram previamente isoladas de fermentos naturais de padarias de cidades paraibanas brasileiras.
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Posteriomente foram identificadas através da técnica de espectrometria de massas MALDI-
TOF e selecionadas por seus desempenhos em ensaios tecnoldgicos, a saber: atividade
antioxidante, proteolitica, capacidade de acidificacdo, producdo de exopolissacarideos,
tolerancia ao sal, sacarose, acido e etanol. Brevemente, as analises apontaram um rapido
crescimento e acidificagdo sob estresse fermentativo para as cepas Lp47 e Lb83, além de
satisfatorio aumento da atividade antioxidante. A cepa Lp47 apresentou tolerancia as condi¢Bes
acidas e a salinidade, enquanto Lb83 demonstrou tolerancia a concentracdo elevada de etanol.
Ja a cepa Cp4l se destacou por apresentar tolerancia ao etanol, ao sal e a condi¢Bes acidas
(Medeiros, 2024). As cepas sdo pertencentes a Colecdo de culturas do Laboratério de
Confeitaria, Panificacdo e Bebidas, do Centro de Tecnologia e Desenvolvimento Regional
(CTDR), da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

Os insumos para a elaboracdo do fermento natural e dos pdes foram adquiridos no
comércio local de Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil, a saber: farinha de trigo branca Tipo 1 contendo
(% p/p) 70,0% de carboidratos, 12,0% de proteinas, 2,0% de gorduras totais e 2,0% de fibras
alimentares totais (Finna®, Moinho Dias Branco, Natal, RN, Brasil), sal refinado (Miramar,
Norsal, Areia Branca, RN, Brasil), levedura comercial [fermento bioldgico seco instantaneo
Saccharomyces cerevisiae] (Dona Benta®, J. Macédo, Salvador, BA, Brasil).

Os reagentes utilizados nos experimentos fisico-quimicos sdo de grau de pureza
analitico - P.A.) e foram fornecidos pelo Laboratério de Anélise Fisico-Quimica (CTDR-
UFPB). O reagente quimico coomassie Brilhante (Dindmica Quimica Contemporanea®),
utilizado na anélise de digestibilidade da proteina in vitro dos pées de fermentacdo natural, foi
fornecido gentilmente pelo Laboratdrio de Opera¢des Unitérias (CTDR-UFPB).

Para 0s ensaios de atividade antioxidante e compostos fenolicos totais das amostras, 0s
os reagentes utilizados foram fornecidos gentilmente pelo Laboratério de Bromatologia e
Laboratdrio de Microbiologia e Bioquimica dos Alimentos (CCS-UFPB). Sio eles: acido 2,2'-
azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) [ABTS™*] (Roche Diagnostics GmbH®, Mannheim,
Alemanha), acido (z)-6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico [Trolox], 2,2-difenil-
1-picril-hidrazil [DPPH""], 2,4,6-Tripiridil-s-triazina [TPTZ], e Folin e Ciocalteu Fenol 2N,
estes Ultimos do fabricante Sigma-Aldrich®, Saint Louis, MO, EUA.

A é4gua ultrapura obtida pelo sistema de purificacio de agua Milli-Q Millipore®
(Merck™, Darmstadt, Alemanha), utilizada nas analises de determinacéo de exopolissacarideos
(EPS) do fermento natural, digestibilidade da proteina in vitro e digestibilidade do amido in
vitro dos pdes de fermentacdo natural, foi fornecida gentilmente pelo Laboratorio Multiusuario

de Caracterizacéo e Analises (LMCA), do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos
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(IPeFarM), do Campus I, Cidade Universitaria, UFPB.

As enzimas utilizadas para os ensaios fisico-quimicos de digestibilidade do amido in
vitro e digestibilidade da proteina in vitro, assim como a proteina utilizada na curva-padréo
deste ultimo ensaio, foram adquiridas com recursos provenientes dos docentes da pesquisa:
pepsina (P-7000), pancreatina (P-7545), a-amilase (86250), a-amilase (A3403),
amiloglucosidase (A3260), invertase (14504) e albumina bovina fragdo v em p6 (BSA) (A9647)
(Sigma-Aldrich®). O polissacarideo goma guar utilizado na anélise da digestibilidade do amido
in vitro foi adquirido de um estabelecimento farmacéutico local (Roval Farmacia de

Manipulacdo, Jodo Pessoa/PB).

3.4 METODOS

Na Figura 3 abaixo e apresentado o desenho experimental do trabalho e as subseces
seguintes detalham cada um.

Figura 3 - Desenho experimental para elaboracéo e analise do fermento natural
(Tipo 1), massa fermentada e pdo de fermentacéo natural
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dos inéculos
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padronizagao)
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Fonte: elaborado pelo autor (2025)

3.4.1 Manutencéo, enumeracéo e padronizacao dos isolados bacterianos
As culturas de trabalho dos isolados bacterianos Cp4l, Lp47 e Lb83 foram mantidas
armazenadas em criotubos de 2 mL em meio de cultivo liqguido De Man, Rogosa e Sharpe
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(MRS) (Neogen®, NCMO0079A, Manchester, Inglaterra), contendo 20% de solucéo de glicerol
esterilizada, na concentracdo de 80%, os quais permaneceram em temperatura de congelamento
(-20 °C) até o inicio dos ensaios.

Repiques foram realizados e os isolados foram reativados em caldo de cultivo MRS
esterilizado, suplementado com glicose (2%, p/v), na propor¢ao de 100 puL do indculo para 5
mL do respectivo meio de cultura, e incubados em jarra de anaerobiose Permution® (modelo
JA0400, Curitiba, PR, Brasil) com gerador de atmosfera especifico Anaerobac® (Probac do
Brasil, S&o Paulo, SP, Brasil), em estufa para cultura bacterioldgica Nova Etica (modelo
403/*D, Vargem Grande Paulista, SP, Brasil) a 35 = 1 °C por 24 h (Ozgolet et al. 2022).

Em 24 h, apds agitacdo em agitador vortice Even™ (modelo VX-38, Araucéria, PR,
Brasil), aliquotas de 100 pL dos respectivos isolados e 900 pL. de 4gua peptonada esterilizada
(0,1%, p/v) usada como diluente foram tomadas para obtencdo da concentracdo em
espectrofotdmetro  Eppendorf® (modelo BioSpectrophotometer Kinetic, Barkhausenmeg,
Alemanha), com densidade 6ptica (OD) definida de 0.75 e comprimento de onda de 595 nm.
Para o branco analitico, utilizou-se 0 meio de cultura em substituicdo a aliquota dos isolados
bacteriamos.

No mesmo tempo (24 h), a enumeracdo das células vidveis foi realizada através da
metodologia de Reale et al. (2016), utilizando a técnica do plaqueamento em superficie (em
meio de cultivo esterilizado 4gar MRS) através de diluicdes seriadas (102 a 10®) em micro
tubos para centrifuga, transferindo 100 pL do isolado (de mesmo tubo de cultivo preparado
inicialmente para toda a metodologia) e 900 puL de 4dgua peptonada esterilizada (0,1%, p/v)
como diluente. A técnica de semeio em micro gotas (10 pL) foi aplicada, em duplicata. As
placas foram incubadas invertidas em anaerobiose, por 48 h, nas mesmas condicdes citadas
anteriormente, e a contagem foi realizada selecionando as placas contendo de 25 a 250 col6nias
e 0s resultados expressos como log UFC/mL.

A padronizagdo dos microrganismos foi realizada a partir da centrifugagéo dos isolados
reativados a 4226 x g, a 4 °C, por 10 minutos, em centrifuga Eppendorf® (modelo 5430r,
Barkhausenmeg, Alemanha), seguida de lavagem dupla com solugdo salina tamponada com
fosfato esterilizado - PBS (pH 7,2, 8,0 g/L de NaCl, 0,2 g/L de KCI, 1,42 g/L de Na2HPOs e
0,24 g/L de KH2PQO4), e ressuspensdo com agua destilada esterilizada até a obtencéo da
densidade celular de 10 log UFC/mL, medida em espectrofotdmetro Eppendorf®, com

comprimento de onda de 595 nm, com densidade Optica definida de 0.75.

3.4.2 Desenvolvimento do fermento natural
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Foram desenvolvidos fermentos naturais do tipo 1l com a metodologia adaptada de
Ozgolet et al. (2022). Os isolados Cp41l, Lp47 e Lb83 foram reativados em caldo de cultivo
esterilizado MRS na propor¢ao de 425 pL do indculo para 42,5 mL do meio de cultura, e
incubados em jarra de anaerobiose Permution®, com gerador de atmosfera especifico da
Anaerobac®, em estufa para cultura bacterioldgica Nova Etica® (modelo 403/*D, Vargem
Grande Paulista, SP, Brasil) a 35 = 1 °C por 24 h.

Apdbs esse periodo, a suspensdo de células de bactérias laticas foi centrifugada em
centrifuga Solab® (modelo SL-701, Sdo Paulo, SP, Brasil) a 4728 x g por 10 minutos para
precipitar o pellet, sequida de lavagem dupla com solucdo tampdo PBS esterilizada, e o pellet
de células foi ressuspendido com agua destilada esterilizada até a obtencéo da densidade celular
de 10 log UFC/mL, medida por espectrofotometria Eppendorf® com comprimento de onda de
595 nm.

Os fermentos naturais foram preparados incorporando farinha de trigo e 4gua destilada
esterilizada com o in6culo padronizado (1:0,8:0,2 p/v), correspondendo ao rendimento de
massa de 200 (Equacdo 1). No experimento, 212,50 g de farinha de trigo foram homogeneizadas
com 170 mL de agua destilada esterilizada e 42,50 mL do inéculo padronizado. A mistura foi
armazenada em frascos de vidro esterilizados tampados e acondicionados em uma incubadora
para demanda bioquimica de oxigénio (DBO) Solab® (modelo SL-200, Piracicaba, SP, Brasil),
a 30+ 0,1 °C, durante 24 horas.

. tidade d inha + tidade de 4
Rendimento de massa: L4atidade de farinha + quantidade de agua 1)
quantidade de farinha

3.4.3 Enumeracdo das células viaveis de bactérias laticas e leveduras do fermento natural e da

massa fermentada

As contagens de bactérias laticas (BAL) e leveduras do fermento natural e das massas
fermentadas foram realizadas em dois tempos distintos: 0 (To), assim que preparado e 24 (T2a),
apos o periodo de 24 horas de incubacdo na incubadora DBO.

Para a analise da viabilidade, 3 g do fermento natural e 3 g da massa fermentada foram
tomados e homogeneizados em 27 g de dgua peptonada esterilizada (0,1%, p/v), cada, seguida
de diluigBes seriadas (10 a 10" em microtubos tipo Eppendorf®, utilizando uma aliquota de
100 pL. Para a enumera¢do de BAL, a técnica de semeio em meio sélido por microgotas (10
uL) foi aplicada, em duplicata, utilizando placas com meio de cultura MRS (Neogen®), que

posteriormente foram incubadas invertidas em jarra de anaerobiose Permution® com gerador
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de atmosfera especifico da Anaerobac®, em estufa bacteriolégica para microrganismos
meso6filos Nova Etica® (modelo 403/*D, Vargem Grande Paulista, SP, Brasil) a 35 + 1 °C por
24 h.

O meio de cultura de extrato de levedura, peptona e dextrose (YPD) com suplementagéo
de glicose (2%, p/v) foi utilizado para a enumeracéo de leveduras (Merck KGaA®, NutriSelect™
Y1375, Darmstadt, Alemanha). O ensaio foi realizado em duplicata. A técnica de espalhamento
spread plate foi realizada transferindo 10 pL dos respectivos tubos seriados para o0 meio sélido
da placa de Petri e o volume foi espalhado uniformemente através de uma alca bacterioldgica
descartavel esterilizada. As placas foram incubadas em estufa bacteriolégica ACB Labor
(Americana, SP, Brasil) a25 + 1 °C por 72 h.

3.4.4 Determinacéo de pH e acidez total titulavel do fermento natural

As anélises de pH e acidez total titulavel foram determinadas no fermento natural antes
e apods a incubacdo (To e T24), de acordo com a metodologia proposta por Luti et al. (2020). O
ensaio foi realizado em triplicata. O pH foi medido através de um potenciémetro digital MS
Tecnopon® (modelo LUCA mPA210, S&o Paulo, Brasil) previamente calibrado com solucdes-
tampéo de pH 4,0 e 7,0. O ensaio do pH e acidez foi realizado homogeneizando 10 g do
fermento natural em 90 mL de agua destilada, com auxilio de uma barra magnética em um
agitador magnético Solab® (modelo SL-95, Piracicaba, SP, Brasil) por 3 minutos para
homogeneizacao e dissolucdo do material. A acidez total titulavel foi determinada pelo método
titulométrico e a suspensdo obtida pela analise do pH foi titulada com NaOH 0.1 mol/L
utilizando uma solucdo indicadora de fenolftaleina (1%, p/v) até atingir um pH final de 8,3. Os

resultados foram expressos em mL de solu¢do molar (NaOH 0.1N) por cento (v/m).

3.4.5 Determinacéo de exopolissacarideos (EPS) do fermento natural

A determinacdo de EPS foi realizada conforme a metodologia de Ketabi et al. (2008),
adaptada por Zhang et al. (2023), com modificagdes. O ensaio foi realizado em triplicata. Foram
diluidos 4 g de cada amostra de fermento natural em 8 mL de agua ultrapura (1:2 p/v). A solucao
foi mantida resfriada a 4 °C e agitada manualmente em intervalos de 10 minutos, por 1 hora.
Em seguida foi submetida a centrifugacdo em centrifuga Eppendorf®, a 6000 rpm (5631 x g), a
4 °C, por 20 minutos. O sobrenadante foi precipitado pela adicao de etanol frio (95% v/v, 4 °C)

em volume equivalente ao dobro do seu volume, seguido de armazenamento sob refrigeracao
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(4 °C) por 24 horas.

No dia seguinte, o precipitado foi coletado por centrifugacdo durante 30 minutos nas
mesmas condicdes anteriores e 0 volume foi dissolvido em 800 pL de agua ultrapura. Dois
volumes de alcool etilico absoluto frio (95% v/v, 4 °C) foram adicionados e aplicada uma nova
centrifugacéo. O precipitado foi submetido a secagem em estufa com circulagdo forgada de ar
ACB Labor (modelo AC-033/180, Americana, SP, Brasil) a 55 £ 0,5 °C, até peso constante em
balanca de precisdo analitica BEL Engineering® (modelo M214-A, Milano, Italia). A
guantidade de polissacarideos no fermento natural foi considerada como o EPS produzido pelas

BAL e polissacarideos da farinha de trigo (g/Kg de farinha de trigo).

3.4.6 Formulacéo dos paes de fermentacdo natural

Trés formulacOes de paes foram desenvolvidas (Tabela 1), seguindo metodologia de
Ozgolet et al. (2022) e Verdonick et al. (2023), com adaptacdo na propor¢do dos ingredientes
e nos tempos de fermentacdo, respectivamente. Os paes foram elaborados adotando tempos
distintos de fermentacdo da massa (2, 3 e 4 horas). Uma formulagdo controle sem a adicdo do
fermento natural, contendo apenas a levedura comercial Saccharomyces cerevisiae, foi incluida
nos experimentos. Os ensaios-piloto e os experimentos que definiram a formulacdo foram

realizados em triplicata para cada tempo definido.

Tabela 1. Formulac@es dos pées inoculados com os isolados Companilactobacillus paralimentarius 41
(Cp4l), Lactiplantibacillus plantarum 47 (Lp47) e Levilactobacillus brevis 83 (Lb83), e formulagdo
controle (ndo inoculado), elaboradas em diferentes tempos de fermentacéo (2, 3 e 4 horas) a 30 + 0,1
°C.

FormulacGes

Ingredientes

Controle SBCp41 SBLp47 SBLDb83

Farinha de trigo branca 100 ¢ 100 ¢ 100 ¢ 100 g
Agua 629 529 52 g 529
Fermento natural 0 50¢ 0 0
Fermento natural 0 0 509 0
Fermento natural 0 0 0 50¢
Fermento comercial 0,39 0,39 0,39 0,3¢g
Sal refinado 29 29 29 24
Relacédo agua/farinha 0,62 0,52 0,52 0,52

SB: sourdough bread (pao de fermentacdo natural). Fonte: elaborado pelo autor (2025).

A producéo dos pées de fermentacdo natural esta ilustrado na Figura 4. A producédo do
péo controle (ndo inoculado) obedeceu a mesma dindmica das demais formulacfes que contém

o fermento natural.



Figura 4 - Fluxograma da producdo dos pées inoculados com Cp4l, Lp47,
Lb83 brevis 83 e formulagdo controle (ndo inculado), e fermentados em
diferentes tempos (2, 3 e 4 horas).
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FN41 (Fermento natural inoculado com Companilactobacillus paralimentarius
41), FN47 (Fermento natural inoculado com Lactiplantibacillus plantarum 47);
FN83 (Fermento natural inoculado com Levilactobacillus brevis 83). Fonte:
elaborado pelo autor (2025).

Na primeira etapa, os ingredientes farinha de trigo, sal, fermento biol6gico comercial,
fermento natural e agua gelada (4 °C) foram pesados em balanca eletrénica Even™ (modelo B-
15-110y, Araucaria, PR, Brasil). Em seguida, os ingredientes foram misturados e sovados em
sovadeira industrial Arke® (modelo SF-300, Caxias do Sul, RS, Brasil) por 15 minutos.

Na terceira etapa, as massas foram dobradas duas vezes e descansadas em temperatura
ambiente a 25 °C por 20 minutos (primeira fermentacdo). Na quarta e quinta etapas, as massas
fermentadas foram boleadas e descansadas novamente por 10 minutos. Na sexta e sétima etapas,
as massas fermentadas foram modeladas em formato cilindrico alongado, em porc¢des de 180
gramas, acomodadas em formas de papel forneaveis Ecopack® (Indaiatuba, SP, Brasil) e
incubadas para fermentagdo em uma incubadora DBO a 30 + 0,1 °C pelos tempos distintos
definidos de 2, 3 e 4 horas. Na oitava etapa, as massas foram forneadas em forno turbo a gas
Venancio (modelo FVT5D, Venancio Aires, RS, Brasil), pré-aquecido, a 200 + 1 °C por 30
minutos. Por fim, os pées foram resfriados em temperatura ambiente (25 °C) por 2 horas, e
acondicionados e identificados em sacos plasticos de polietileno para alimentos Orleplast™

(Orleans, SC, Brasil) até 0 momento da realizacéo das analises.

3.4.7 Determinacdo de pH e acidez total titulavel dos pées de fermentagdo natural
Os pées produzidos foram submetidos as analises de pH e acidez total titulavel de acordo

com a metodologia descrita na subsecdo 3.4.4. O ensaio foi realizado homogeneizando 3 g de



45

pdo moido manualmente em 27 mL de agua destilada. Os resultados foram expressos em mL
de solugdo molar (NaOH 0.1N) por cento (v/m).

3.4.8 Determinacéo do volume especifico dos paes de fermentacédo natural

Apos 2 horas de resfriamento em temperatura ambiente, os pdes foram submetidos a
determinacédo do volume especifico através do método de deslocamento de sementes (AACCI,
2001), adaptado com a utilizacdo de sementes de milho-painco (Setaria italica (L.) P.Beauv.)
e de um cilindro graduado de 602,36 cm® (Qualividros®, Passos, MG, Brasil). O ensaio foi
realizado em triplicata. As amostras foram pesadas em balanca eletrénica Even (modelo B-15-
110y, Araucaria, PR, Brasil), com resolucdo de 0,5 g. O parametro foi calculado como a razao
do volume (cm?®) pela massa do p3o (g), com o resultado expresso em cm®/g, conforme equacéo

2 abaixo:

volume do pio (cm?3)

Volume especifico:

()

massa do pao (g)

3.4.9 Digestibilidade da proteina in vitro dos pées de fermentacao natural

Os valores da digestibilidade da proteina in vitro dos paes foram determinados de
acordo com a metodologia de Rizzello et al. (2014), adaptada de Akeson e Stahmann (1964).
O ensaio foi realizado em triplicata e engloba as etapas de digestdo gastrica e intestinal. Uma
amostra de 1 g do pdo moido foi incubada com 1,5 mg da enzima pepsina e 15 mL de HCI a
0,1 M em banho-maria Solab® (modelo SL-154/10, S&o Paulo, SP, Brasil) por 3 horas a 37 °C.
Em seguida, a amostra foi neutralizada com NaOH a 2 M, adicionada de 4 mg da enzima
pancreatina e de 7,5 mL de solucdo tampéo fosfato (pH 8,0).

O volume de 1 mL do reagente tolueno foi adicionado a solucdo da amostra para evitar
0 crescimento microbiano e a solucdo foi incubada em banho-maria novamente, por um periodo
maior de 24 horas a 37 °C. A inativacdo enzimatica da amostra foi realizada pela adicdo de 10
mL de &cido tricloroacético (20%, p/v) e volume foi completado com agua destilada (até 100
mL). A solucéo foi centrifugada em centrifuga Eppendorf® a 5000 rpm (3916 x g) por 20
minutos e a concentracdo de proteinas do sobrenadante foi determinada pelo método de
Bradford (1976).

O preparo do reagente de Bradford foi realizado ao dissolver 20 mg de azul de

Coomassie Brilhante G 250 em 10 mL de etanol (95%, v/v). Em seguida, a solucdo foi
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homogeneizada com o auxilio de uma barra magnética em agitador Solab® por 1 hora protegida
da luz. Por fim, a solucdo foi vertida em um baldo volumétrico de 200 mL protegido da luz,
seguido da adigcdo de 20 mL de &cido fosforico (85%, p/v) e o volume foi completado com agua
ultrapura. A solucéo foi filtrada com papel filtro qualitativo 80 g/m? Unifil® (Alvorada, RS,
Brasil), armazenada em frasco &mbar protegida da luz e armazenada sob refrigeracéo (4 °C) até
sua utilizag&o.

Para compor a curva analitica (Tabela 2), em ambiente protegido da luz, tubos de ensaio
seriados, em triplicata, foram adicionados de variadas concentracfes de solucdo tampéo (pH
8,0) (1000-550 pL) e de solugéo de albumina de soro bovino (BSA) (0-450 pL) (10 mg de BSA
em 10 mL de agua ultrapura, seguidos de agitacdo em vortice Even™ (modelo VX-38,

Araucaria, PR, Brasil).

Tabela 2 — Dados utilizados para a construcao da curva-padrdo analitica com albumina bovina como
padrdo para determinacdo da concentracdo proteica pelo método de Bradford (1976).

Tubos Concentrggéo final de SOIl.JQéO de Solucgéo tampéo Reagente de
seriados albumina (BSA) albumina (BSA) (oH 8,0) (uL) Bradford (uL)
(mg/mL) (uL/mL) '

Branco 0 0 1000 2500

1 0,10 100 900 2500

2 0,20 200 800 2500

3 0,25 250 750 2500

4 0,35 350 650 2500

5 0,45 450 550 2500

Fonte: elaborado pelo autor (2025).

A concentracdo de proteina foi determinada ap6s 5 minutos de repouso das dilui¢bes
seriadas através de absorbancia em espectrofotdmetro Eppendorf® com comprimento de onda
de 595 nm. A partir da curva-padréo foi possivel calcular a equacéo da reta a ser utilizada nos
calculos das concentracdes de proteina das amostras.

A determinacdo da concentracdo de proteina dos pdes foi realizada em
espectrofotometro Eppendorf® , segundo metodologia de Tallon, Bressollier e Urdaci (2003) e
Abedfar et al. (2018). A andlise foi realizada em triplicata. Em ambiente protegido da luz, uma
aliquota de 100 pL de cada tubo amostral foi tomada e adicionado o volume de 2,5 mL do
reagente de Bradford. A solucdo foi agitada em agitador vrtice Even™. Uma aliquota de 100
puL de agua deionizada e 2,5 mL do reagente de Bradford foram tomados como o branco
analitico amostral. A concentragdo de proteina foi determinada apds 5 minutos através de
absorbancia em espectrofotometro Eppendorf® com comprimento de onda de 595 nm. Os
resultados foram expressos como a porcentagem da proteina total solubilizada apos hidrolise

enzimatica, conforme a equacao 3 abaixo:
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(Ci-¢Cy)

L

Digestibilidade da proteina in vitro (%) = x 100 3)

Onde C; é a concentracdo inicial de proteinas na amostra antes da hidrdlise e Cs € a concentracao
final de proteinas na amostra apos a hidrolise.

3.4.10 Digestibilidade do amido in vitro dos pées de fermentacdo natural

O ensaio da digestibilidade do amido in vitro foi realizado para quantificar a glicose
liberada apds 20 e 120 minutos, de acordo com as metodologia de Englyst, Hudson e Englyst
(2006), adaptada por Yaman, Sargin e Mizrak (2019). Um grama da amostra de pdo moida
manualmente foi adicionada a 10 mL da solucdo enzimética de pepsina-goma guar, seguida de
incubacdo em incubadora Lucadema (modelo Luca-223, Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil) a
37 °C por 30 minutos.

Posteriormente, 10 mL de uma solugédo de acetato de sodio 0,25 mol/L foi adicionado
as amostras, juntamente com cinco esferas de vidro (1 cm de didmetro) para auxiliar na
homogeneizacdo. Uma solugdo enzimatica de pancreatina, amiloglucosidade e invertase (5 mL)
foi adicionada, e as amostras foram incubadas em banho-maria Solab® (modelo SL-154/10, Sao
Paulo, Brasil) com agitacdo a 37 + 0,1°C. Apo6s 20 e 120 minutos, respectivamente, aliquotas
de 0,5 mL de cada amostra foram tomadas, adicionadas de 20 mL de &lcool etilico absoluto e
centrifugadas em centrifuga Eppendorf® (modelo 5430r, Barkhausenmeg, Alemanha) a 4000
rpm (2501 x g) por 5 minutos. Em seguida, as amostras foram incubadas em banho-maria
fervente Solab® por 10 minutos e submetidas a analise da glicose liberada através do método
de acUcares redutores utilizando &cido 3,5 dinitrosalicilico (DNSA), com metodologia proposta
por Wood et al. (2012).

A determinacdo de agucares redutores foi realizada tomando 50 pL de cada amostra
hidrolizada em 1 mL da solu¢do de DNSA (10 g/L), tartarato de sodio e potassio (30 g/L) e
NaOH (16 g/L) e depois aquecida em banho-maria Solab® a 100 °C por 5 minutos.
Posteriormente a amostra foi resfriada em banho de agua fria, seguido de leitura em
espectrofotdmetro Eppendorf® com comprimento de onda de 540 nm. Para a calibragio do
equipamento foi utilizada agua deionizada como branco analitico. Os valores das leituras
obtidas foram utilizados para os calculos da curva de hidrolise.

O indice glicémico estimado (eGl) foi calculado a partir do valor do indice de hidrolise
(HI) da amostra. O valor do HI foi obtido através de um modelo ndo-linear (Matthews et al.,
1990), sendo calculado a area sob a curva da hidrolise (AUC, entre 0-120 minutos) dividida

pela area sob a curva do pao controle (ndo inoculado, contendo apenas o extrato de levedura
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seca ativa comercial Saccharomyces cerevisiae). O eGl foi calculado baseado no HI e na
equacéo 4 descrita por Goiii, Garcia-Alonso e Saura-Calixto (1997).
eGI (%) = (0.549 x HI) + 39,71 (4)

Onde HI é o indice de hidrolise

3.4.11 Determinacdo da atividade antioxidante dos paes de fermentacdo natural

Os extratos da amostra dos pées para 0s ensaios da atividade antioxidante e compostos
fendlicos totais foram preparados de acordo com Sagar e Pareek (2021), com adaptacdo no
tempo de extracdo da amostra e utilizados assim que obtidos. Para a obtencéo da solugéo, 1 g
da amostra moida (péo) foi submetido a extracdo em uma solucéo aquosa de 10 mL de alcool
metilico (80%, v/v) por 24 horas, sob refrigeracdo (4 °C), protegida da luz. A solucéo foi
centrifugada em centrifuga MPW Med. instruments® (modelo MPW-351R, Varsdvia, Poldnia)
a 6000 x g, a 4 °C, por 5 minutos e o sobrenadante foi coletado sob filtragdo em papel filtro
qualitativo 80 g/m? Unifil® (Alvorada, RS, Brasil) em um novo tubo de centrifuga igualmente

protegido da luz.

3.4.11.1 Atividade de eliminacéo do radical livre DPPH’

A capacidade de eliminacdo do radical livre DPPH" (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) foi
determinada de acordo com a metodologia de Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) e
Krupa-Kozak et al. (2022), com adaptacdo nas aliquotas para leitura através de microplaca de
poliestireno de 96 pocos (300 uL) Global Plast (Jaboticabal, SP, Brasil), na concentracao da
curva-padrdo (10-100 puM) e comprimento de onda de 515 nm. Uma solug&o-padrao de Trolox®
a 2 mM (acido (%)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico) foi preparada
avolumando 25 mg do reagente em 50 mL de alcool etilico absoluto. Em um ambiente escuro,
solucdes etanolicas de concentragdes conhecidas do reagente Trolox® em meio de &lcool etilico
absoluto foram utilizadas para construir a curva-padrao analitica, com trés replicatas em cada

nivel, em microtubos para centrifuga (Tabela 3).
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Tabela 3. Dados utilizados para a construgdo da curva-padrdo analitica para a analise da atividade de
eliminacdo do radical livre DPPH", em paes de fermentacdo natural e formulacdo controle (ndo
inoculado), elaborados em diferentes tempos de fermentacédo (2, 3 e 4 h).

Microtubo Concentragdo  Solucio-padrdo Trolox®  Alcool etilico absoluto Volume final
(CLD) (HL) (ML) (L)
1 10 5 995 1000
2 40 20 980 1000
3 60 30 970 1000
4 80 40 960 1000
5 100 50 950 1000

Fonte: elaborado pelo autor (2025).

Os microtubos foram homogeneizados em agitador de tubos Tecnal® (Phoenix Ap 56,
Piracicaba, SP, Brasil) e aliquotas de 50 pL de cada concentragéo contendo o padrdo Trolox®
foram adicionadas a microplaca, seguidos de 250 pL da solucdo de trabalho do radical live
DPPH" (0,06 mM) [2,4 mg do reagente em 100 mL de &lcool etilico absoluto]. Para o branco
analitico, foi utilizado 300 uL de alcool etilico absoluto e para o controle negativo, 50 yL de
alcool etilico absoluto e 250 pL da solucdo de trabalho do radical DPPH". A microplaca foi
incubada durante 6 minutos em temperatura ambiente (22 °C), protegida da luz e em seguida a
absorbancia foi medida em espectrofotdmetro BioTek Instruments Inc., atualmente Agilant®
(modelo EON, Santa Clara, Califdrnia, Estados Unidos) com comprimento de onda de 515 nm.

Para a realizacdo dos ensaios com as amostras de paes, uma aliquota do extrato da
amostra e de agua destilada foram transferidas para microtubos de centrifuga em quatro
concentragdes distintas (Tabela 4) e agitados em agitador de tubos Tecnal® (Phoenix Ap 56,

Piracicaba, SP, Brasil).

Tabela 4. Preparo das amostras para as analises da atividade de eliminacdo do radical livre DPPH",
atividade de captura do radical livre ABTS" e potencial antioxidante de redugdo de ferro FRAP em paes
de fermentacdo natural e formulacdo controle (ndo inculado), elaborados em diferentes tempos de
fermentacéo (2, 3e 4 h).

Microtubo Fc:ito_r de Extrato da Agua destilada Volume final
diluicéo amostra (uL) (uL) (uL)
1 4 250 750 1000
2 2 500 500 1000
3 1,3 750 250 1000
4 1 1000 0 1000

Fonte: elaborado pelo autor (2025).

O ensaio com os paes foi realizado em trés replicatas de cada amostra e em seus tempos
de fermentacdo (2, 3 e 4 h). Em ambiente escuro, uma aliquota de 50 pL de cada concentragdo
contendo o extrato de péo foi adicionada a microplaca (Global Plast, Jaboticabal, SP, Brasil),
seguido do volume de 250 pL da solugéo de trabalho do radical livre DPPH" (0,06 mM). Para

0 branco analitico, foi utilizado 300 pL de alcool metilico (80%, v/v) e para o controle negativo,
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50 L de alcool metilico (80%, v/v) e 250 uL da solucéo de trabalho do radical DPPH". A
microplaca foi deixada em repouso por 30 minutos em temperatura ambiente (22 °C), protegida
da luz, antes de proceder com a leitura utilizando os mesmos parametros da curva-padrdo. As
absorbancias obtidas de cada concentracao foram ajustadas a equacéo da reta da regressao linear
da curva-padrdo, sendo os valores expressos em pmol de Equivalente Trolox® (ET) por 100

gramas da amostra (umol ET/100 g de amostra).

3.4.11.2 Atividade de captura do radical livre ABTS®

A atividade de captura do radical livre ABTS" foi determinada de acordo com a
metodologia de Re et al. (1999) e Silva et al. (2022), com adaptacao no tempo de incubacdo (6
minutos). O preparo do radical livre ABTS-* foi realizado através da homogeneizacao de 5 mL
da solucdo estoque de ABTS' 7 mM (3,84 g/L) com 88 uL de persulfato de potassio 140 mM
(37,84 g/L), repousado em temperatura ambiente (22 °C), protegido da luz, por 16 h. A solugéo
de trabalho ABTS" foi obtida tomando uma aliquota de 1 mL da solucdo estoque ABTS" e
diluindo-a em &lcool etilico absoluto até a leitura da absorbancia de 0.700, em
espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 734 nm (BioTek Instruments Inc., atualmente
Agilant®).

Em um ambiente escuro, aliquotas conhecidas de solugdo padréo de Trolox® (0,025 g
em 50 mL de alcool etilico absoluto) foram utilizadas para construir a curva-padrao, com trés

replicatas em cada nivel, em microtubos para centrifuga (Tabela 5).

Tabela 5. Dados utilizados para a construgao da curva-padrao analitica para a atividade sequestradora
do radical livre ABTS' em pées de fermentacédo natural e formulagdo controle (ndo inculado), elaborados
em diferentes tempos de fermentacdo (2, 3e 4 h).

Microtubo Concentragio (uM) SOI1L'Jrgoalg Xp(gu(teg de aAblggﬁj It gté :ich; Volu(r:ﬁ)ﬁnal
1 10 5 995 1000
2 20 10 990 1000
3 30 15 985 1000
4 40 20 980 1000
5 50 25 975 1000

Fonte: elaborado pelo autor (2025).

Para a realizacdo dos ensaios com as amostras de pées, foi adotada a mesma
concentracdo utilizada na analise da atividade de eliminacdo do radical livre DPPH". O ensaio
foi realizado em trés replicatas de cada amostra e em seus tempos de fermentagéo (2, 3 e 4 h).
Uma aliquota de 50 puL de cada concentracdo dos microtubos para centrifuga (Tabela 5)
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contendo o extrato de péo, foi adicionada a microplaca de 96 pocos (Global Plast, Jaboticabal,
SP, Brasil), seguida do volume de 250 pL da solucdo de trabalho do radical livre ABTS". Para
o0 branco analitico, foi utilizado 300 pL de alcool metilico (80%, v/v) e para o controle negativo,
50 pL de alcool metilico (80%, v/v) e 250 uL da solucéo de trabalho do radical livre ABTS". A
microplaca foi deixada em repouso por 6 minutos em temperatura ambiente (22 °C), protegida
da luz, antes de proceder com a leitura utilizando os mesmos parametros da curva-padréo. As
absorbancias obtidas de cada concentracao foram ajustadas a equacéo da reta da regressao linear
da curva-padrio, sendo os valores expressos em pmol de Equivalente de Trolox® (ET) por 100

gramas de amostra (umol ET/100 g de amostra).

3.4.11.3 Potencial antioxidante de reducéo de ferro FRAP

O poder antioxidante redutor de ions férricos (FRAP) foi determinado de acordo com a
metodologia de Benzie e Strain (1996) e Krupa-Kozak et al. (2022), com adaptagdo nas
aliquotas para leitura através de microplaca de poliestireno de 96 pocos (300 pL) (Global Plast,
Jaboticabal, SP, Brasil), na concentracdo da curva-padrdo (50-1000 pM), no tempo de
incubacdo das amostras (30 minutos) e na densidade Otica (595 nm). A solugdo de trabalho
FRAP corresponde a proporgdo de volume de 10:1:1 e foi preparada homogeneizando 25 mL
de tampado de acetato de sodio a 0,3 M, pH 3,6 (0,310 g do reagente com 1,6 mL de &cido acético
glacial avolumados em 100 mL de agua destilada), 2,5 mL da solu¢do aquosa de cloreto férrico
I11 a 20 mM (0,540 g em 100 mL de &gua destilada) e 2,5 mL da solucdo de TPTZ a 10 mM
(0,312 g em 100 mL de HCIl a 40 mM).

Em um ambiente escuro, aliquotas conhecidas de solucéo padréo de sulfato ferroso a 2
mM (0,028 g em 50 mL de agua destilada) em meio aquoso (1000-1950 uL), foram utilizadas
para construir a curva-padrdo analitica, com trés replicatas em cada nivel, em microtubos para
centrifuga (Tabela 6).

Tabela 6. Dados utilizados para a constru¢do da curva-padrdo analitica para a analise do potencial

redutor de ferro do radical livie FRAP em pées de fermentacdo natural e formulacdo controle (ndo
inculado), elaborados em diferentes tempos de fermentacéo (2, 3 e 4 h).

Microtubo Concentracdo Solucdo-padrdo de Agua destilada Volume final
(UM) sulfato ferroso (uL) (uL) (nL)
1 50 50 1950 2000
2 250 250 1750 2000
3 500 500 1500 2000
4 1000 1000 1000 2000

Fonte: elaborado pelo autor (2025).
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Os microtubos foram homogeneizados em agitador de tubos Tecnal®, e em ambiente
escuro, uma aliquota de 20 pL de cada concentracao foi adicionada a microplaca, seguida do
volume de 30 pL de dgua destilada e 250 pL do reagente FRAP. Para o branco analitico foi
utilizado 300 pL de reagente FRAP. A microplaca foi incubada em banho-maria Kacil Ind.,
(modelo BM-02, Recife, PE, Brasil) por 30 minutos a 37 + 0,1 °C, protegida da luz, e a leitura
foi realizada em espectrofotdmetro (BioTek Instruments Inc., atualmente Agilant®), com
comprimento de onda de 595 nm.

Para 0 ensaio com os pdes, foram adotadas as mesmas concentra¢es do extrato da
amostra e diluente utilizados para a analise da capacidade sequestradora dos radicais livres
DPPH" e ABTS’ (Tabela 5). O ensaio foi realizado em trés replicatas de cada amostra e seus
tempos de fermentacdo (2, 3 e 4 h). Em um ambiente escuro, uma aliquota de 20 uL de cada
concentracdo contendo o extrato de pdo foi adicionada a microplaca, seguida do volume de 30
uL de agua destilada e 250 pL do reagente FRAP. Para o branco analitico foi utilizado 300 pL
de reagente FRAP. A microplaca foi incubada em banho-maria Kacil Ind., por 30 minutos a 37
+ 0,1 °C, protegida da luz, e a leitura foi realizada em espectrofotometro (BioTek Instruments
Inc., atualmente Agilant®), com comprimento de onda de 595 nm. As absorbancias obtidas de
cada concentracdo foram ajustadas a equacéo da reta da regresséo linear da curva-padrao, sendo
os valores expressos em pmol equivalentes de sulfato ferroso por 100 gramas de amostra

(umol/100 g de amostra).

3.4.12 Compostos fendlicos totais dos pées de fermentacédo natural

O método de Folin-Ciocalteu foi utilizado na determinacdo dos compostos fendélicos
totais (CFT) de acordo com metodologia de Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos (1999),
adaptada por Olojede et al. (2020), e também nas aliquotas para leitura através de microplaca
de poliestireno de 96 pocos, na concentracdo da curva-padrdo (4-200 pg/mL) e no tempo de
incubacdo das amostras (5 minutos). Foram preparadas solucfes aquosas de Folin-Ciocalteu
(10%, v/v), de carbonato de sodio (7,5%, p/v) e uma solucdo metanolica padréo de &cido gélico
(500 pg/mL) para construir a curva-padrao analitica, utilizando microtubos para centrifuga
(Tabela 7).
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Tabela 7. Dados utilizados para a constru¢do da curva-padrdo de acido galico para a analise dos
compostos fenolicos totais em paes de fermentagdo natural e formulacéo controle (ndo inoculado), em
diferentes tempos de fermentacédo (2, 3e 4 h).

Microtubo Concentracédo Spll_Jgéo gs_toque de Alcool metilico Volume final

(ug/mL) Acido galico (pL) (uL) (uL)
1 4 20 980 1000
2 6 30 970 1000
3 8 40 960 1000
4 10 50 950 1000
5 30 150 850 1000
6 40 200 800 1000
7 80 400 600 1000
8 120 600 400 1000
9 160 800 100 1000
10 200 1000 0 1000

Fonte: elaborado pelo autor (2025).

Para 0 ensaio com os pdes, foram adotadas as mesmas concentracGes do extrato da
amostra e diluente utilizados para a determinacdo da atividade antioxidante (Tabela 5). O ensaio
foi realizado em trés replicatas de cada amostra e seus tempos de fermentacéo (2, 3e 4 h). Em
um ambiente escuro, uma aliquota de 30 pL de cada concentracdo contendo o extrato de pdo
foi adicionada a microplaca, seguido do volume de 150 pL da solucdo de Folin-Ciocalteu. A
mistura foi repousada por 6 minutos em temperatura ambiente (22 °C), protegida da luz, e em
seguida 120 pL da solucédo de carbonato de sodio foram adicionados. Para o branco analitico,
foi utilizado 300 pL de &lcool metilico absoluto. A microplaca foi incubada em banho-maria
Nova Técnica® (GQ, Piracicaba, SP, Brasil) por 5 minutos a 50 + 0,1 °C, protegida da luz, e a
absorbancia foi determinada em espectrofotdmetro (BioTek Instruments Inc., atualmente
Agilant®) com comprimento de onda de 765 nm. As absorbancias obtidas de cada concentracéo
foram ajustadas a equacdo da reta da regressdo linear da curva-padrdo, sendo os valores

expressos em mg de equivalentes de acido galico por 100 g de amostra (mg EAG/100 g).

3.4.13 Determinacgdo de agucares e acidos organicos dos pées de fermentagdo natural

A analise da concentracdo dos acUcares (maltose, glicose, frutose), alcoois (glicerol,
etanol) e acidos organicos (&cido citrico, malico, latico, formico e propiénico) das amostras de
pées de fermentacdo natural, foi realizada de acordo com a metodologia proposta por Drakula
et al. (2021). Dez gramas de cada amostra de pao foram homogeneizados em 30 mL de agua
destilada por 30 minutos em um agitador magnético Even™. Em seguida, o volume foi

reconstituido para 50 mL com &gua destilada e o contetdo centrifugado em centrifuga
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Eppendorf® a 4064 x g, por 5 minutos. Apos o procedimento, 5 mL do sobrenadante foram
coletados e 1 mL da solucéo aquosa de Carrez | (ferrocianeto de potéssio 0,085 mol/L) e 1 mL
da solucdo aquosa de Carrez Il (sulfato de zinco 0,25 mol/L) foram adicionados. Uma nova
centrifugacdo foi aplicada (2501 x g por 5 minutos), o extrado foi filtrado em filtro de seringa
Analitca (PES, 25mm, Diadema, SP, Brasil) com poro de 0.45 pum ¢ acondicionado sob
congelamento (-18 °C). As amostras foram analisadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) Agilent Technologies (modelo 1260 Infinity LC, Santa Clara, CA, EUA),
com equipamento acoplado a um detector de arranjo de diodos (DAD) e detector de indice de
refracdo (RID) e uma coluna Agilent (modelo Hi-Plex H, 7,7 x 300 mm, 8 um). A eluicdo foi
realizada a uma temperatura de 35 °C, com uma solugdo de 5 mM de &cido sulfdrico como fase
movel, a uma vazdo de 0,5 mL por minuto. Foram empregados os padrdes da Sigma-Aldrich®,
para a analise de acUcares e Vetec Quimica Fina, Rio de Janeiro, Brasil, para a analise dos
acidos organicos. Os dados foram tratados utilizando o software OpenLAB CDS ChemStation
EditionTM (Agilent Technologies). Os resultados foram expressos em g/Kg.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados com o auxilio do software estatistico jamovi® (versio
2.3.28.0 Sidney, Australia), com os resultados expressos através da estatistica descritiva (média
+ desvio padrdo). A estatistica inferencial foi realizada pela Analise de Variancia (ANOVA)
unidirecional para a analise da determinacdo de exopolissacarideos do fermento natural. A
ANOVA Fatorial de duas vias para medidas repetidas foi utilizada para comparar os trés grupos
independentes (grupos amostrais Cp41l, Lp47 e Lb83, e quando aplicavel, o grupo controle,
configurando quatro grupos amostrais) avaliados através de variaveis dependentes/pareadas
(tempos de fermentacdo dos pées — 2, 3 e 4 horas).

Os resultados das analises de viabilidade celular (contagem de BAL e leveduras), pH e
acidez total titulavel dos fermentos naturais nos tempos de fermentacéo inicial e final (To e T24)
foram analisados por meio da ANOVA Fatorial de duas vias para medidas repetidas, a qual
permite a avaliacdo de um fator intersujeitos (tipo de fermento, trés niveis — Cp41l, Lp47 e Lb83)
e um fator intrasujeitos (tempo, dois niveis — Toe T2s). A escolha desse teste estatistico ao invés
do teste t pareado de Student, justifica-se pela necessidade de comparar simultaneamente
multiplas formulagdes de fermentos naturais e dois tempos de fermentagdo, permitindo a anélise
dos efeitos principais de cada fator, bem como a interagéo entre eles, ou seja, se a variagdo ao

longo do tempo € ou ndo dependente do tipo de fermento.
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Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e ao teste
de homogeneidade das variancias de Levene e, posteriormente, aplicado o teste de comparacoes
maultiplas de Tukey. As diferencas estatisticas foram analisadas ao nivel de 5% de significancia.

O grau de associagdo entre as variaveis quantitativas pH, acidez total titulavel (TA),
volume especifico, digestibilidade da proteina in vitro (IVPD), indice glicémico estimado
(eGl), compostos fendlicos totais e atividade antioxidante (DPPH", ABTS® e FRAP) foram
verificados pela andlise bivariada de correlacdo de Pearson. No tocante as variaveis de acido
organicos, ndo foram inclusos os valores de acido malico, acido citrico e cido propiénico, uma
vez que tais acidos foram quantificados em apenas uma amostra analisada, inviabilizando o
teste estatistico. O tamanho do efeito da correlacdo foi relatado através do coeficiente de
correlacdo (r), onde a direcdo da correlacdo foi expressa através de uma medida de forca —1 e
+1. Um valor igual a zero indica correlacdo nula entre as variaveis. Um coeficiente com valor
igual a -1 (negativo) denota uma correlagéo perfeita negativa, onde quanto mais o score de uma
variavel aumenta, menos o score da outra variavel aumenta. Quando o coeficiente resulta em
um valor igual a +1 (positivo), denota uma correlacdo linear perfeita positiva, onde o
aumento/diminuicdo do score de uma variavel pressupde o aumento/diminuicdo da outra
variavel. Desta forma, quanto mais os valores se aproximam de -1 ou +1, maior é a
forca/magnitude da correlacdo (Akoglu, 2018).

A estimativa da interacdo dos dados foi investigada através da Analise Multivariada de
Componentes Principais (PCA), uma analise exploratdria que busca reduzir a dimensionalidade
dos conjuntos de dados, visando a manutencdo das informacdes (Jolliffe, Cadima, 2016). As
variaveis quantitativas analisadas foram, pH, acidez total titulavel (TA), volume especifico,
digestibilidade da proteina in vitro (IVPD), indice glicémico estimado (eGl), compostos
fenolicos totais e atividade antioxidante (DPPH’, ABTS' e FRAP), considerando as cepas
inoculadas e o controle amostral em seus tempos de fermentacdo, 2, 3 e 4 h. A PCA foi
representada graficamente por um grafico biplot, com dois componentes principais (PC1 e
PC2), onde cada componente foi expresso em um percentual que explica a variancia dos dados.
O PC1 diz respeito a variancia maxima (maior dispersao dos dados), abrangendo os dados mais
importantes, enquanto o PC2 captura a dire¢do seguinte, mas € menos significativo (Nowicka,
Wojdyto, Laskowski, 2019). Os marcadores das variaveis quantitativas foram exibidos em
vetores (setas), indicando a dispersao dos dados ao longo das diversas regides, e 0s marcadores
das variaveis qualitativas referentes aos paes produzidos com fermentos naturais e pdo controle
foram identificados com circulos pretos. Quanto maior o vetor, maior a contribuicdo dessa

variavel para a explicacdo da variancia no eixo correspondente.
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4 RESULTADOS

Seguindo as Normas do Programa de Pds Graduacdo em Ciéncias da Nutricdo (CCS-
UFPB), os resultados dessa dissertacao estdo apresentados na forma de um artigo original, que
aparece em Apéndice A, submetido para o periodico International Journal of Gastronomy and
Food Science, fator de impacto 3.2.

O artigo apresentado no apéndice A “Producdo inovadora de péaes de fermentagédo
natural: aproveitando bactérias laticas autdctones para otimizar a fermentacéo e aprimorar as
propriedades funcionais” aborda o desenvolvimento de fermentos naturais do tipo I a partir de
culturas iniciadoras (culturas starters) autdctones, no desenvolvimento de paes de fermentacao
natural produzidos em trés tempos de fermentacédo distintos, 2, 3 e 4 horas, e assim investigar
as propriedades funcionais desses pées.

Os resultados do trabalho apontaram que os tempos de fermentagdo impactaram nas
caracteristicas fisico-quimicas e funcionais das massas fermentadas e paes produzidos. As
massas inoculadas apresentaram contagens elevadas de bactérias laticas e leveduras, ao final do
periodo de quatro horas de fermentacdo. O desempenho da espécie L. plantarum 47 foi superior
a L. brevis 83 e C. paralimentarius 41 quanto a producdo de exopolissacarideos no fermento
natural. A fermentagdo reduziu a glicemia estimada para um valor préximo a um indice mediano
(73,78 + 0,91) para o pdo inoculado com L. brevis 83 ap6s 3 horas de fermentacdo. Os paes
inoculados com L. plantarum 47 e L. brevis 83 apresentaram maior acidez e alcan¢aram a maior
digestibilidade protéica in vitro. A fermentacdo latica promoveu a reducdo do contetdo de
acucares, aumento da concentracdo de acido latico e consequente reducdo da concentragdo de
acido férmico, em todos os pédes de massa fermentada. Apos 3 e 4 horas, 0 pao de massa
fermentada por L. brevis 83 apresentou o teor mais elevado de compostos fendlicos, que se
relacionou com o aumento da atividade antioxidante ao longo do processo fermentativo. A
analise multivariada PCA demonstrou correlacdo entre a atividade antioxidante, compostos
fenolicos, eGl e a digestibilidade protéica, para os pées fermentados por L. plantarum 47 e L.
brevis 83, demonstrando a melhora no perfil do pdo de fermentacdo natural. Essas espécies sao
consideradas culturas iniciadoras promissoras. Sugere-se o tempo de fermentacdo de trés horas

para alcangar melhores desfechos.
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APENDICE A — Artigo

Producéo inovadora de paes de fermentacédo natural: aproveitando bactérias laticas

autoctones para otimizar a fermentacao e aprimorar as propriedades funcionais

Resumo

Esse trabalho teve como objetivo desenvolver fermentos naturais com culturas iniciadoras
autoctones Companilactobacillus paralimentarius 41 (Cp41), Lactiplantibacillus plantarum 47
(Lp47) e Levilactobacillus brevis 83 (Lb83), produzir paes de fermentacao natural (SB) com 2,
3 e 4 horas de fermentacéo, e uma formulacdo Controle (n&o incoulada). Houve maior acidez
nas formulacdes SBLp47 (5,07 £ 0,10 g/100g) e SBLb83 (5,02 + 0,05 g/100g) apos 4 horas,. O
fermento natural com a cepa Lp47 se destacou pela producdo de exopolissacarideos. As
leveduras dos fermentos mostraram adaptacdo e as BAL das massas fermentadas exibiram
viabilidade celular entre 8,74-8,94 log UFC/g ap6s 4 horas. Os paes inoculados apresentaram
volume especifico superior a partir de 3 horas (2,41-2,74 cm®g). A formulacio SBLb83
apresentou o menor indice glicémico apdés 3 horas (73,78 + 0,91), e SBLp47 e SBLb83
demonstraram a maior digestibilidade da proteina (99,70% + 0,01; 99,30% =+ 0,01,
respectivamente) com 4 horas. O 4cido latico aumentou nas formulagdes SBLp47 (0,76-1,35 +
0,02 g/Kg) e SBLb83 (0,63-1,07 + 0,00 g/Kg), e houve reducdo da frutose e glicose. Apds 3
horas, a formulacdo SBLb83 apresentou um teor de fendlicos de 28,19 + 0,95 mg EAG/100g)
Apbs 4 horas, todas as formulacBes inoculadas aumentaram sua atividade antioxidante, em
comparacdo ao Controle, exceto para 0 método FRAP. Houve aumento ap6s 3 horas para
SBLp47 (FRAP), sem diferencas significativas entre 3 e 4 horas para SBCp41l e SBLp47. As
cepas Lp47 e Lb83 mostraram ser culturas iniciadoras promissoras, sugerindo o tempo de

fermentagdo de trés horas como o resultado mais favoravel.

Palavras-chaves: bactérias &cido laticas; fermento natural; bioatividade; nutricdo;

digestibilidade in vitro
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1 Introdugéo

Como um dos alimentos mais consumidos no mundo, o pdo ganhou destaque por meio
do chamado sourdough (Cappelli e Cini, 2021). Conceitualmente, a mistura tradicional de
farinha e 4gua € fermentada por microrganismos autdctones ou culturas iniciadoras (De Vuyst,
et al., 2021; Parakhina et al., 2021; Thomas et al., 2023), como bactérias &cido lacticas (BAL),
que promovem maior vida util, melhoram a qualidade nutricional e agregam valor (Pacularu-

Burada et al., 2020).

A origem da matéria-prima e as espécies inoculadas influenciam o resultado da massa
fermentada e do pdo (Comasio et al., 2020; Ma et al., 2021). O fermento natural tem
propriedades e caracteristicas diferentes e requer um minimo de conhecimento técnico,
dedicacdo e manutencdo frequente para garantir a sobrevivéncia de sua microbiota para uma

producdo consistente (Ogunremi, Banwo Sanni, 2017, Lau et al., 2021).

Os esforcos para manter o perfil do fermento natural sdo desafiados pela falta de
padronizacdo (Wang e Wang, 2024). A ampla gama de microrganismos e técnicas de
propagacao (técnica de backslopping) e cultivo relatadas na literatura tém sido um desafio para

o setor de panificacdo (Comasio et al., 2020; Lau et al., 2021; Calvert et al., 2021).

Os processos de producdo dos produtos de panificacdo otimizados e melhorados no
contexto da fermentacdo natural podem contribuir para corrigir essa lacuna. Assim, o uso de
culturas iniciadoras surgiu para permitir a reprodutibilidade e manutencéo da qualidade do péo
de fermentacdo natural (Sidari et al., 2020, Subasi e Ercan, 2023). A presenga desses
microrganismos favorece o desenvolvimento de pdo com caracteristicas desejaveis em
comparacédo a fermentacdo convencional (Boakye et al., 2022). Essa caracteristica € indicativa
do interesse do consumidor em produtos de panificacdo considerados beneficos a saude
(Cappelli e Cini, 2021).

O potencial do pdo de fermentacéo natural foi estabelecido em estudos que investigam
seu potencial tecnologico (Calvert et al., 2021; Canesin e Cazarin, 2021; Lau et al., 2021; Ribet
et al., 2023; Alkay et al., 2024), e mais estudos estdo analisando seus beneficios a saude
(Bartkiene; Ozogul; Rocha, 2022; Calvert et al., 2021; Lau et al., 2021; Sadeghi et al., 2023).
Vérios estudos ja foram conduzidos demonstrando melhorias na digestibilidade, reducdo do
potencial alergénico e diminui¢do do indice glicémico (Costantini et al., 2022; Fu et al., 2020;
Demirkesen-Bicak et al., 2021; Gobbetti et al., 2019; Maet al; 2021; Graca et al., 2021). Outros
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beneficios foram alcancados pela fermentacdo natural, como a produgdo de metabdlitos
secundarios, polissacarideos, &cidos organicos e compostos com propriedades bioativas (Galli
et al., 2020; Salminen et al., 2021; Sidari et al., 2020; Pejcz et al., 2023).

O estudo da fermentacao natual com culturas microbianas isoladas pode contribuir para
0 aprimoramento dos processos tecnoldgicos na area, bem como fornecer informacGes
relevantes sobre a qualidade nutricional. Em consonancia com o exposto, o objetivo geral deste
estudo foi desenvolver fermentos naturais (S) e pées de fermentacdo natural (SB) inoculados
com as bactérias lacticas autoctones Companilactobacillus paralimentarius 41 (Cp4l),

Lactiplantibacillus plantarum 47 (Lp47) e Levilactobacillus brevis 83 (Lb83).
2 Materiais e métodos
2.1 Materiais

Os ingredientes foram obtidos de um mercado local em Jodo Pessoa, Brasil. A
composicao da farinha de trigo branca tipo | (Finna®, Moinho Dias Branco, Natal, RN, Brasil)
correspondeu a: carboidratos (70%), proteinas (12%), gorduras totais (2%) e fibras alimentares
totais (2%) nas proporcOes fornecidas; fermento seco de padeiro Saccharomyces cerevisiae
(Dona Benta, J. Macédo, Salvador, BA, Brasil) e sal (Miramar, Norsal, Areia Branca, RN,
Brasil). As cepas de BAL utilizadas foram Companilactobacillus paralimentarius 41 (Cp41l),
Lactiplantibacillus plantarum (Lp47) e Levilactobacillus brevis 83 (Lb83), fornecidas pela
Colecédo de Culturas do Laboratério de Confeitaria, Panificacdo e Bebidas da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB), todas isoladas de fermento natural. Todos os padrdes eram de grau
analitico (pureza minima de 98%). As enzimas utilizadas para analise de digestibilidade do
amido in vitro e de digestibilidade da proteina in vitro foram adquiridas da Sigma-Aldrich®
(Merck Group, Saint Louis, MO, EUA).

2.2 Condicodes de crescimento das cepas e preparacdo do fermento natural

As cepas Cp4l, Lp47 e Lb83 foram reativadas em caldo de cultura estéril MRS (De
Man, Rogosa e Sharpe) (Neogen®, NCMO0079A, Manchester, Reino Unido) e incubadas (Nova
Etica®, Piracicaba, SP, Brasil) em um frasco de anaerobiose (Anaerobac®, S&o Paulo, SP,
Brasil), a 35 °C / 24 horas. A biomassa obtida foi centrifugada a 4226 x g, 4 °C / 10 minutos
(Eppendorf®, modelo 5430r, Barkhausenmeg, Alemanha), duplamente lavada com solugio
salina tamponada com fosfato estéril - PBS (pH 7,2, 8,0 g/L NaCl, 0,2 g/L KCI, 1,42 g/L
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Na2HPO4 e 0,24 g/L KH2PO4), e a biomassa foi ressuspensa com agua destilada esterilizada
até a concentracdo aproximada de 10 log UFC/mL (densidade éptica a 595 nm, OD595 = 0,75).

O fermento natural tipo Il foi produzido de acordo com a metodologia de Ozgolet et al.
(2022), com modificacdes. Farinha de trigo comercial, agua destilada esterilizada e o inéculo
foram incorporados para produzir uma massa com rendimento de 200 (DY 200) [(quantidade
de farinha + quantidade de &gua) / quantidade de farinha x 100]. A mistura foi fermentada
(Solabe, modelo SL-200, Piracicaba, SP, Brasil) a 30 °C, por 24 h. Um total de trés formulagdes
de pao foram desenvolvidas, adaptadas de Ozgolet et al. (2022) e Verdonick et al. (2023), em
diferentes tempos de fermentacdo da massa (2, 3 e 4 horas). Uma formulacdo ndo inoculada,
contendo apenas o fermento de padeiro seco Saccharomyces cerevisiae, foi incluida como

amostra controle. A formulacdo de massa fermentada é fornecida na Tabela Suplementar S1.
2.3 Processo de producéo dos paes

O pao foi preparado amassando todos os ingredientes em uma amassadeira industrial
(Arke®, modelo SF-300, Caxias do Sul, RS, Brasil) por 15 minutos. Apés dobradas e
descansadas (25 °C / 20 minutos), as massas foram modeladas em bolas e descansadas
novamente (10 minutos). As massas foram porcionadas em formas cilindricas em porcées de
180 g e fermentadas em uma incubadora (Solab®, modelo SL-200) a 30 + 0,1 °C, com diferentes
tempos de fermentacdo (2, 3 e 4 horas). Todas as massas foram assadas em um forno turbo a
gas pré-aquecido (Venancio, modelo FVT5D, Venéancio Aires, RS, Brasil) (200 °C / 30
minutos). O pdo foi deixado esfriar a 25 °C por 2 horas antes de ser embalado. O péo controle
(ndo inoculado) foi preparado seguindo as mesmas etapas de producdo do pdo de fermentacao

natural. A formulacdo do péo ¢é dada na Tabela Suplementar S2.
2.4 Avaliacao do volume especifico do pao de fermentacéo natural

Duas horas ap6s o cozimento, o pdo de fermentagdo natural foi avaliado quanto ao
volume especifico pelo método de deslocamento de sementes (American Association of Cereals
Chemists International [AACC], 2001), adaptado com sementes de milheto (Setaria italica (L.)
P.Beauv.). O volume especifico foi calculado como a razdo entre o volume (cm?) e a massa do

péo (g), e o resultado expresso em cm3/g.

2.5 Enumeracao de bactérias acido laticas e leveduras viaveis no fermento natural e no péo de

fermentacéo natural
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Bactérias acido laticas (BAL) e leveduras foram contadas de acordo com Reale et al.
(2016), usando o método de microgota, imediatamente (To) e ap0s a preparacdo (T24) para o
fermento natural, e apos 2, 3 e 4 horas, para pdo de fermentacdo natural. A amostra foi
homogeneizada em agua peptonada esterilizada (0,1%, p/v), seguida de dilui¢des seriadas (até
108). As placas de BAL foram incubadas em atmosfera anaerébica a 35 + 1 °C / 48 horas. Para
contagem total de leveduras, foi usado extrato de levedura, peptona e meio dextrose,
suplementado com glicose (2%, p/v) (Merck KGaA®, NutriSelect™ Y1375, Darmstadt,

Alemanha). As placas foram incubadas aerobicamente a 25°C / 72 horas.
2.6 Medicao de pH e acidez titulavel total do fermento natural e do pdo de fermentacéo natural

As amostras do fermento natural (To; T24) e do pdo de fermentagdo natural (2, 3 e 4
horas) foram coletadas para anélise de pH e acidez titulavel total (TA) seguindo a metodologia
proposta por Luti et al. (2020). O pH foi determinado usando um pHmetro digital (MS
Tecnopon®, modelo mPA210, Sdo Paulo, SP, Brasil). A acidez foi titulada com o indicador

fenolftaleina 1% (p/v) e os resultados foram expressos em mL de solugdo molar por cento (v/m).
2.7 Determinacédo de exopolissacarideos (EPS) em fermento natural

O conteldo de polissacarideos do fermento natural foi determinado de acordo com a
metodologia de Ketabi et al. (2008), adaptado por Zhang et al. (2023), com modificacbes. A
amostra foi diluida (1:2 p/v), mantida refrigerada (4 °C) e agitada manualmente em intervalos
de 10 minutos por 1 hora. Apés centrifugacdo em centrifuga (Eppendorf®) a 4226 x g / 4°C /
20 minutos, o sobrenadante foi precipitado [duas vezes seu volume de etanol frio (95% v/v, 4
°C)] e armazenado (4 °C / 24 horas). O precipitado foi coletado por centrifugacéo (Eppendorf®)
apos 30 minutos, e o volume foi dissolvido em agua ultrapura (800 pL). Foram adicionados
dois volumes de etanol frio e centrifugado (Eppendorf®) mais uma vez. O precipitado foi seco
em estufa de ar forcado (ACB Labor, modelo AC-033/180, Americana, SP, Brasil) a 55 °C até
atingir peso constante. A quantidade de polissacarideos no fermento natural foi considerada

como o EPS total produzido pelo BAL e os polissacarideos na farinha de trigo (g/Kg de farinha).
2.8 Digestibilidade proteica in vitro dos pées de fermentagéo natural

A digestibilidade proteica in vitro (DIV) do péo foi determinada de acordo com a
metodologia de Rizzello et al. (2014) e Akeson e Stahmann (1964). Uma fase de digestao

gastrica e intestinal foram realizadas. A amostra (1 g) foi incubada com 1,5 mg de enzima
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pepsina (P-7000, 250 U/mg) e HCI 0,1 M (15 mL) em banho-maria (Solab®, modelo SL-154/10,
Séao Paulo, SP, Brasil) (37°C / 3 horas), e ap0s neutralizada com NaOH 2 M, foram adicionados
4 mg de enzima pancreatina (P7545, 8 x USP) juntamente com tampéo fosfato (pH 8,0) (7,5
mL). O tolueno (1 mL) e a solugdo foram incubados novamente em banho-maria (Solab®) por
24 horas. Uma aliquota de 10 mL de &cido tricloroacético (20%, p/v) foi adicionado, e 0 volume
final foi ajustado para 100 mL utilizando agua destilada. Apds centrifugacio (Eppendorf®) a
4226 x g /20 minutos, a concentracdo de proteina no sobrenadante foi determinada pelo método
de Bradford (1976), segundo a metodologia de Tallon, Bressollier e Urdaci (2003) e Abedfar
et al. (2018). Resumidamente, em ambiente protegido da luz, uma aliquota (100 uL) foi retirada
e misturada com reagente de Bradford (2,5 mL). Ap6s a amostra ser agitada em vortice (Even,
modelo VVX-38, Araucaria, PR, Brasil) e deixada em repouso por 5 minutos, a amostra foi lida
em espectrofotdmetro a 595 nm (Eppendorf®). Os resultados foram expressos como

porcentagem de proteina total solubilizada ap6s hidrélise enzimatica.
2.9 Digestibilidade in vitro do amido dos pées de fermentacao natural

O ensaio de digestibilidade do amido in vitro foi realizado de acordo com a metodologia
de Englyst, Hudson e Englyst (2006) e Yaman, Sargin, Mizrak (2019), com ajustes na
metodologia para determinagdo de glicose, usando o método do &cido 3,5-dinitrosalicilico
(DNSA), de acordo com a metodologia de Wood et al. (2012). A glicose total nas amostras foi
determinada usando o método dos aclcares redutores. Os aclcares redutores foram
determinados misturando 50 pL de cada amostra hidrolisada com 1 mL de solugdo de DNSA
(10 g/L), tartarato de sddio-potassio (30 g/L) e NaOH (16 g/L), e aquecidos em banho-maria
(Solab®) a 100 °C / 5 minutos. Apds o resfriamento, a absorbancia foi medida (Eppendorf®) a
540 nm. Uma concentracao de glicose foi calculada com base na equacéo linear derivada de

uma curva de calibracéo (0 a 100 mg/mL).

A taxa de hidrélise da amostra em diferentes momentos (0-120 minutos) foi calculada.
A glicose foi convertida em amido multiplicando a glicose liberada por um fator de 0,9. O
indice glicémico estimado (eGl) foi calculado a partir do indice de hidrolise (HI) da amostra.
O valor do HI foi obtido por meio de um modelo néo linear (Matthews et al., 1990), calculado
como a area sob a curva de hidrélise (AUC, de 0-120 minutos) dividida pela area sob a curva
para o pdo controle (ndo inoculado). O eGl foi calculado com base no HI e na equacéo descrita
por Gofii, Garcia-Alonso e Saura-Calixto (1997), eGl (%) = (0,549 x HI) + 39,71.
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2.10 Atividade de eliminacéo de radicais
2.10.1 Ensaio DPPH*

Os extratos de amostra de pdo para ensaios de atividade antioxidante e compostos
fenolicos totais foram preparados de acordo com a metodologia de Sagar e Pareek (2021). A
amostra de pdo moido a méo foi extraida em uma solucdo aquosa de metanol 80% v/v, (1:10
p/v), (4 °C / 24 horas), protegida da luz. A solucgdo foi centrifugada em centrifuga (MPW Med.
Instruments®, modelo MPW-351R, Vars6via, Polonia) a 6000 x g / 4 °C / 5 minutos, e 0
sobrenadante foi coletado por filtragem em papel de filtro qualitativo (Unifil®, Alvorada, RS,
Brasil).

A capacidade de eliminacdo do radical livre DPPH" (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) foi
determinada de acordo com as metodologias de Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) e
Krupa-Kozak et al. (2022). Em um ambiente escura, 50 pL de extrato de pdo foram colocados
em uma microplaca de 96 pogos, e a solucdo de trabalho DPPH" (250 uL) (0,06 mM) foi
adicionada. Apds repouso (25 °C / 30 minutos), a absorbancia foi lida em espectrofotémetro
(BioTek Instruments Inc., agora Agilent®, modelo EON, Santa Clara, Califérnia, EUA) a 515
nm. Os resultados foram expressos em pumol de Equivalente de Trolox® (ET) por 100 gramas
de amostra (umol ET/100 g).

2.10.2 Ensaio ABTS®

A atividade de eliminagéo de radicais livres ABTS" foi determinada de acordo com as
metodologias de Re et al. (1999) e Silva et al. (2022), com ajustes no tempo de incubacéo (6
minutos). Uma aliquota de 50 pL de extrato de pdo foi colocada em uma microplaca de 96
pocos, e a solucdo de trabalho ABTS® (250 uL) foi adicionada. Apds repouso (25 °C / 6
minutos), a absorbancia foi lida em espectrofotémetro (BioTek Instruments Inc.) a 734 nm. Os

resultados foram expressos em pumol de ET por 100 gramas de amostra (umol ET/100 g).
2.10.3 Ensaio de Poder Antioxidante Redutor Férrico (FRAP)

O ensaio FRAP foi determinado de acordo com as metodologias de Benzie e Strain
(1996) e Krupa-Kozak et al. (2022), com ajustes em aliquotas para leitura através de uma
microplaca de poliestireno de 96 pocos. Uma aliquota de 20 L do extrato de pdo foi colocada
em uma microplaca de 96 pocos, e foram adicionados agua destilada (30 uL) e reagente FRAP
(250 pL). Apds incubacdo em banho-maria (Kacil Ind., modelo BM-02, Recife, PE, Brasil) a
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37 °C / 30 minutos, a absorbancia foi lida em espectrofotdmetro (BioTek Instruments Inc.) a
595 nm. Os resultados foram expressos em pmol de equivalentes de sulfato ferroso por 100

gramas de amostra (umol FeS04/100 g).
2.11 Ensaio de Compostos Fendlicos Totais

O método Folin-Ciocalteu foi realizado de acordo com as metodologias de Singleton,
Orthofer e Lamuela-Raventos (1999) e Olojede et al. (2020), com ajustes na aliquota e na
temperatura de incubacdo. Uma aliquota de 30 pL do extrato de pdo foi colocada em uma
microplaca de 96 pocos, em seguida o reagente Folin-Ciocalteu (150 pL) e a solucdo de
carbonato de sddio anidro foram adicionados (120 puL). Ap6s incubagdo em banho-maria (Nova
Técnica®, GQ, Piracicaba, SP, Brasil) a 50 °C / 5 minutos, a absorbancia foi lida em
espectrofotdmetro (BioTek Instruments Inc.) a 765 nm. Os resultados foram expressos em mg

de equivalentes de &cido galico por 100 g de amostra (mg EAG/100 g).
2.12 Acidos organicos e teor de aglcares

A concentracdo de agUcares (maltose, glicose, frutose), alcoois (glicerol, etanol) e
acidos organicos (acidos citrico, malico, lactico, férmico, propidnico) foi realizada no pao (2 e
4 horas de tempo de fermentacdo) de acordo com a metodologia de Drakula et al. (2021). O
pdo foi homogeneizado em agua destilada (1:3 p/v) em agitador magnético (Solab®, modelo
SL-95, S&o Paulo, SP, Brasil) por 30 minutos. O volume foi reconstituido com &gua destilada
(50 mL). Apds centrifugacdo (4064 x g/ 5 minutos), o sobrenadante (5 mL) foi coletado, uma
solucdo de Carrez | e Il (1 mL) (Carrez, 1908) foi adicionada e o extrato foi centrifugado
(Eppendorf®) a 2501 x g / 5 minutos. O extrato foi filtrado (0,45 pm, filtro de membrana de
polietersulfona, Analitica, Diadema, SP, Brasil) e armazenado congelado (-18 °C). O extrato
foi analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (Agilent Technologies, modelo 1260
Infinity LC, Santa Clara, CA, EUA), equipada com detector de diodos, detector de indice de
refracdo e coluna Hi-Plex H (7,7 x 300 mm, 8 pum, Agilent Technologies). A eluigdo foi
realizada (35 °C), com solugédo de acido sulfurico (5 mM) como fase movel de vazao de 0,5
mL/minuto. Todos os compostos foram detectados por comparacdo com padrbes externos
(Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA, para aclcares, e Vetec Quimica Fina, Rio de Janeiro, Brasil,
para analise de acidos organicos). Os dados foram processados usando o software OpenLAB
CDS ChemsStation Edition (Agilent Technologies).

2.13 Andlise estatistica
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As analises foram realizadas em triplicata com trés experimentos independentes. Todos
os dados foram analisados usando o software estatistico jamovi® (versdo 2.6.23.0, Sidney,
Australia) e submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Os resultados foram
expressos como médias + desvio padréo. Foi usada uma analise de variancia (ANOVA) fatorial
de duas vias para medidas repetidas para comparar os tempos de fermentagédo dos pées (2, 3 e
4 horas). Para a determinacdo do EPS, foi aplicada uma ANOVA unidirecional. Os resultados
das andlises de viabilidade celular (contagens de BAL e levedura), pH e acidez titulavel total
do fermento natural nos tempos de fermentacéo inicial e final (To e T24) foram analisados
usando ANOVA fatorial de duas vias para medidas repetidas, que permite a avaliacdo de um
fator intersujeito (tipo de fermento natural, trés niveis — Cp4l, Lp47 e Lb83) e um fator
intrasujeito (tempo, dois niveis — To e T24). A homogeneidade das variancias foi avaliada usando
0 teste de Levene e mdltiplas comparacbes de médias pelo teste de Tukey em um nivel de
significancia com valor de p < 0,05. A relagao entre o teor de agucares foi verificada através da
correlacdo de Pearson, e a interagdo dos dados foi investigada através da Andlise de

Componentes Principais (PCA).
3 Resultados e Discusséo
3.1 Determinaagdo da contagem de células vidveis no fermento natural e na massa fermentada

O perfil de contagem das células viaveis de BAL e levedura do fermento natural no
inicio e no final do tempo de fermentagdo (To e T24), e da massa fermentada apds 2, 3 e 4 horas
de fermentacdo sdo expressos na Tabela 3. As contagens de células de BAL e leveduras no
fermento natural variaram entre 8,08 e 9,21 log UFC/g, e 6,11 e 7,10 log UFC/g em To,,
respectivamente. Apos 24 horas de fermentacdo, os fermentos inoculados com Lp47 e Lb83
exibiram um aumento nas contagens BAL (p < 0,05). Nenhuma diferenga estatisticamente
significativa foi observada nas contagens de células de BAL entre as formulagfes no final do

tempo de fermentacdo (p > 0,05).
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Tabela 3 - Contagem de células vidveis durante a fermentacdo do fermento natural (To, T24 horas) e na massa de
péo (2, 3, 4 horas) inoculada com as cepas Companilactobacillus paralimentarius 41 (Cp41), Lactiplantibacillus
plantarum 47 (Lp47) e Levilactobacillus brevis 83 (Lb83) a 30 + 0,1 °C.

Contagem de células viaveis - Fermento (log CFU/Qg)

Cepas Bactérias acido laticas Leveduras
To Tos To Tos
Cp4l 9.21 +0.09 9.37+0.12% 6.11 +0.01 B 6.60 = 0.01 A
Lp47 8.08 +0.05 B 9.43+0.22 6.60 +0.01 P~ 6.84 +0.08 b~
Lb83 8.56 +0.14 "B 9.48 + 0.08 7.10 +£0.02 & 8.48 + 0.07
Contagem de células viaveis — Massa de pdo fermentada (log CFU/g)

Cepas e

Bactérias acido laticas Leveduras

2h 3h 4h 2h 3h 4h

Cp4l 8.48+0.02°® 875+0.05° 8.74+0.01" 6.36+0.08“ 6.26+0.14°® 6.15+0.15P8

Lp47 892+0.02* 8.92+0.01* 8.94+0.05*A 856+0.10* 8.12+0.11% 8.69 +0.05 8

Lb83 8.86+0.02** 8.87+0.00* 8.85+0.03* 8.04+0.07" 7.82+0.12" 8.18+0.26*B
Dados sdo apresentados como média + desvio padrdo (n = 3). **Diferentes letras mintsculas na mesma coluna representam diferencas entre as
cepas (p < 0,05, ANOVA de duas vias de medidas repetidas seguida pelo teste post-hoc de Tukey). ~#“Diferentes letras mailsculas na mesma
linha representam a diferenga estatistica entre T, € To4 da contagem de células viaveis do fermento natural e representam a diferenca estatistica
entre 2, 3 e 4 horas de fermentacéo da massa de pao fermentada (p < 0,05, ANOVA de duas vias de medidas repetidas seguida pelo teste post-
hoc de Tukey).

O ambiente de condicBes de fermentacdo foi favoravel para todas as cepas, que
permaneceram acima de 9 log UFC/g apds 24 horas de fermentacdo. Apds 24 horas de tempo
de fermentacdo, a contagem de leveduras (cepa Lb83) apresentou o maior valor no fermento
natural quando comparada as cepas Cp4l e Lp47. Conforme observado por Rizzello et al.
(2019) e Arora et al. (2021), espera-se que as densidades de células de BAL e leveduras
permanecam acima de 8,0 UFC/g e 6,0 log UFC/g no fermento maduro, respectivamente. Este
resultado € corroborado pelas analises fisico-quimicas (Tabela 4), que mostram uma diminuicéo
significativa no pH (p < 0,05) e um aumento na acidez total (p < 0,05). Esses padrdes sdo

caracteristicos de fermentacdes dominadas por BAL.

As cepas exibiram um comportamento padrdo durante o processo de fermentacdo
(Ozgolet et al. 2022). Essa resposta esta associada a tolerancia da leveduras a ambientes acidos
e demonstra variagdo de acordo com o tempo de fermentacdo (Pérez-Alvarado et al., 2022). A
contagem de células viaveis de BAL da massa de pdo permaneceu constante, mantendo um
valor acima de 8 log UFC/g. A massa de pdo inoculada com Cp4l demonstrou a menor
contagem de celulas viaveis de leveduras. Durante a fermentacdo do fermento natural (To-To4),
sugere-se que as leveduras nativas se adaptam as condicdes &cidas do ambiente, bem como a
presenca de BAL e outros metabolitos de seu metabolismo secundario. Essa adaptacdo promove
sua multiplicacdo quando incorporada ao pdo de fermentacdo natural, contribuindo para o
aumento da produgdo de CO: e um maior volume de pao observado. As espécies de BAL e
leveduras trabalham em um consorcio, e as leveduras produzem didxido de carbono e fonte de

carbono, como glicose. Esses produtos estimulam o crescimento de BAL no fermento natural,
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ajudando a manter seus altos niveis (Sieuwerts et al., 2018, Sevgili, Erkmen, Kogaslan., 2021).
Além disso, pode haver diferentes proporcoes entre BAL e leveduras, como 2:1 (Mannino et
al., 2022) e 10:1 a 100:1 (Comasio et al., 2020).

3.2 pH e acidez titulavel total no fermento natural e no pao de fermentacéo natural

O pH e a acidez titulavel total (TA) do fermento natural apos o tempo de fermentagédo
zero (To) e 24 horas (T24), bem como os valores do pao de fermentacdo natural (SB) durante 2,
3 e 4 horas de fermentacdo, sdo apresentados na Tabela 4. No fermento natural, todas as
amostras apresentaram uma diminui¢do (p < 0,05) no pH e um aumento (p < 0,05) no TA apés
24 h. Os valores de pH e TA séo indicadores de atividade microbiana, variacdo na producdo de
acidos organicos e sdo cepa-especifica (Gul, Gul e Con, 2022; De Luca et al., 2021). O estresse
acido no fermento natural é alto como resultado do baixo pH durante o processo de fermentagéo.
(Ramos et al., 2013; Woo et al., 2023).

Durante os tempos de fermentacdo observados, nenhuma alteracdo no pH ou acidez foi
detectada nas amostras de controle. No entanto, o pdo contendo fermento natural apresentou
uma reducdo no pH e um aumento na acidez apds 4 horas de fermentacdo, com um efeito
significativamente maior (p < 0,05) nas amostras de pao SBLp47 e SBLb83. O tipo de cepa e a
capacidade de degradar o substrato podem influenciar a acidificacdo do fermento natural e do
pdo (De Vuyst et al., 2017; Sahin et al., 2024). Esse processo € impulsionado pela intensa
atividade metabdlica, que é facilitada por microrganismos do fermento natural, farinha de trigo
e condi¢Oes ambientais.

Tabela 4 - pH e acidez titulavel total do fermento natural e de pées de fermentacdo natural (SB) inoculados com
as cepas Companilactobacillus paralimentarius 41 (Cp41l), Lactiplantibacillus plantarum 47 (Lp47) e

Levilactobacillus brevis 83 (Lb83), e do pdo controle (ndo inoculado), durante To e T2 horas e 2, 3, 4 horas,
respectivamente, a 30 £ 0,1 °C.

Fermento natural Péo de fermentacéo natural

Pardmetros/

Formulacées To T 2h sh An

pH Controle!  n/a n/a 556+0.03* 552+0.02* 556+0.03*
Cp4l 552+0.01% 3.76+0.04%® 412+0.01° 4.02+0.02°® 3.95+0.01%
Lpa7 5.39+0.02°A 375+0.01% 4.09+0.02°8 499 +0.02"°A 3.91 +0.02°C
Lb83 553+0.03* 3.73+0.04%® 4.04+0.01°A 394+001°® 3.85+0.02¢

TA2  Controle n/a n/a 1.39+0.20"  1.44+0.05° 1.54+0.05°%
Cp4l 3.95+0.04% 890+0.02° 3.68+0.60%® 4.23+0.05% 4.42+0.05"
Lpa7 430+0.02%® 932+0.02% 4.08+0.01%*® 433+0.05%® 517+0.10*
Lb83 418+0.04% 908+0.02" 398+0.01% 438+0.01%® 5.02+0.05>

ndo inoculado. Zacidez total: g/100 g de amostra. n/a, ndo aplicavel. Dados sdo expressos como médias + desvio padrdo (n = 3). **Diferentes
letras mintisculas na mesma coluna e ensaio representam a diferenca estatistica dentro de cada tempo de fermentagéo (p < 0,05, ANOVA de
duas vias de medidas repetidas seguido pelo teste post-hoc de Tukey). ~BLetras mailsculas diferentes dentro da mesma linha representam a
diferenca estatistica entre T, e T,4 do pH e do fermento natural de TA em cada cepa, e representam a diferenca estatistica entre 2, 3 e 4 horas
de fermentac&o do p&o de fermentagéo natural em cada formulagdo (p < 0,05, ANOVA de duas vias de medidas repetidas seguido pelo teste
post-hoc de Tukey).



87

Durante a fermentacéo, o perfil das BAL sofre uma série de mudancas, comegando com
cepas que apresentam maior capacidade de acidificacdo e gradualmente mudando para aquelas

mais bem adaptadas ao ambiente da massa (Huys et al., 2013; Syrokou et al., 2020).
3.3 Determinacéo de exopolissacarideos (EPS) no fermento natural

O fermento inoculado com a cepa Lp47 apresentou um valor de EPS maior (13,80 +
1,35 g/kg) (p < 0,05) do que o fermento Cp41l (5,76 + 0,74 g/kg) e o fermento Lb83 (5,72 +
0,56 g/kg). Ambas as espécies L. plantarum e L. brevis sdo reconhecidas por sua capacidade de
produzir EPS (Bachtarzi et al., 2020; Bouzaiene et al., 2024). Os efeitos do pH e do tempo de
incubacdo sdo cepas-especificas, e diferentes cepas exibem preferéncias por fontes especificas
de carbono durante a sintese de EPS (Zehir, Dertli e Erten, 2020). Os EPS tém sido relacionados
a beneficios a saude, efeitos anticarcinogénicos e prebioticos (Lynch et al., 2018; Stephany,
2022), propriedades imunomoduladoras (Caggianiello et al., 2016; Yilmaz e Simsek, 2020),
propriedades antioxidantes, redutoras de colesterol (Juraskova, Ribeiro e Silva, 2022),
antimicrobianas, neuroprotetoras (Bouzaiene et al., 2024; Sirin e Aslim, 2021). O EPS é
considerado um ingrediente posbidtico funcional ao fornecer propriedades probioticas de
alimentos fermentados (Werning et al., 2022; Abdul Hakim et al., 2023).

3.4 Volume especifico dos paes de fermentacao natural

O volume especifico dos paes de fermentacdo natural (SB) € apresentando na Tabela 5.
A Figura 1 ilustra as amostras apés diferentes tempos de fermentacdo. O pdo controle
apresentou menor volume (p < 0,05) em comparacgdo ao pdo de fermentacdo natural. Apés 3
horas de fermentacdo, os paes de fermentacdo natural apresentaram aumento significativo de
volume (p < 0,05). O volume permaneceu estavel apos 4 horas, exceto para o pao de

fermentacao natural SBLp47 que aumentou.

Tabela 5 - Valores de volume especifico (cm®/g) de pées de fermentacgdo natural (SB) inoculados com as cepas
Companilactobacillus paralimentarius 41 (Cp41), Lactiplantibacillus plantarum 47 (Lp47) e Levilactobacillus
brevis 83 (Lb83), e o0 pdo controle (ndo inoculado), em diferentes tempos de fermentacéo (2, 3, 4 horas) a 30 + 0,1
°C.

Tempo de fermentag&o (horas)

Pardmetro FormulacGes

2h 3h 4h

P3o controle! 1.52+0.01 B 1.75 + 0.00 bA 1.77 £ 0.09 bA

Volume especifico SBCp4l 2.03+0.03 B 2.51+0.04 A 2.58+0.01 %
(cm®/g) SBLp47 2.21+0.08 € 2.46 +0.08 2.74+0.07
SBLb83 2.20+0.03 % 2.41+0.03 % 2.56 +0.03 A

ndo inoculado. Os dados s&o expressos como média + desvio padrdo (n = 3). **Letras mintsculas diferentes na mesma coluna representam
diferengas entre formulagdes (p < 0,05, ANOVA de duas vias de medidas repetidas seguido pelo teste post-hoc de Tukey). ACLetras maitisculas
diferentes na mesma linha representam as diferengas entre os tempos de fermentagio (p < 0,05, ANOVA de duas vias de medidas repetidas
seguido pelo teste post-hoc de Tukey). SBCp4l: pdo de fermentacdo natural inoculado com Companilactobacillus paralimentarius 41,
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SBLp47: pdo de fermentagdonatural inoculado com Lactiplantibacillus plantarum 47 e SBLb83: péo de fermentacéo natural inoculado com
Levilactobacillus brevis 83

3h

3h 3h
Companilactobacillus paralimentarius 41 Levilactobacillus brevis 83

Figura 1 - Paes de fermentagdo natural inoculados com as cepas Companilactobacillus paralimentarius 41 (Cp4l), Lactiplantibacillus
plantarum 47 (Lp47) e Levilactobacillus brevis 83 (Lb83), e 0 pdo controle (n&do inoculado), produzidos em diferentes tempos de fermentacédo
(2, 3, 4 horas) a 30 + 0,1 °C. Fonte: elaborado pelo autor (2025).

A acidificacdo da massa, a produgdo de CO: e a retencdo de gas pela rede de gluten sdo
fatores-chave que influenciam o volume especifico, pois afetam a flexibilidade e a
viscoelasticidade da massa (Sha, Wang e Li, 2023; Menezes et al., 2021). Embora a exposi¢éo
prolongada ao 4cido possa enfraquecer a rede de gliten e reduzir a retengdo de CO: (Lynch et
al., 2018; Yu et al., 2018), isso ndo foi observado nas amostras de massa fermentada. A
fermentagdo anterior a 24 horas provavelmente permitiu que leveduras tolerantes a acidos se
multiplicassem, garantindo um bom desempenho da massa. As cepas de BAL criam um
ambiente favoravel para leveduras convertendo actcares em cido latico. Na presenca de BAL
heterofermentativa, Saccharomyces cerevisiae produz CO: e etanol, contribuindo para a

expansdo da massa (Sahin et al., 2024).
3.5 Digestibilidade da proteina in vitro de paes de fermentacgéo natural

Os resultados de IVPD para os pées de fermentacdo natural (SB) sdo mostrados na
Tabela 6. Apos 4 horas de fermentacédo, as amostras SBLp47 (99,70 + 0,01%) e SBLb83 (99,30
+ 0,01%) exibiram valores de IVPD mais altos (p < 0,05) em comparagdo com a amostra
controle (94,40 = 0,01%). As cepas-especificas de BAL no fermento natural aumentam o IVPD,
provavelmente devido ao aumento da atividade proteolitica e acidificacdo durante a
fermentacdo (Kieliszek et al., 2021). O SBCp41 mostrou uma redugao no IVPD (p <0,05) apos
4 horas de fermentacdo, resultando no menor valor entre todos os pées de fermentagéo natural.
O uso das cepas Lp47 e Lb83 em pdo com um processo de fermentacéo por 4 horas resultou
em IVPD aprimorado apds 3 horas. As descobertas também demonstram que a combinacao de

cepas especificas com tempo de fermentacdo ideal pode melhorar ainda mais o IVPD.
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Tabela 6 - Digestibilidade da proteina in vitro (IVPD) de péaes de fermentacdo natural (SB) inoculados com as
cepas Companilactobacillus paralimentarius 41 (Cp4l), Lactiplantibacillus plantarum 47 (Lp47) e
Levilactobacillus brevis 83 (Lb83) e 0 pao de controle (ndo inoculado), em diferentes tempos de fermentacéo (2,
3,4 horas)a30+0,1°C.

Digestibilidade da proteina in vitro, IVPD (%)

FormulacGes

2h 3h 4 h
Péo controle! 97.50 + 0.68 A8 97.90 +£0.12 PA 94.40 £ 0.01 B
SBCp4l 95.50 + 0.49 A 96.10 + 0.59 A 89.50 +£ 0.01 ®
SBLp47 94.84 +2.36 "B 99.60 + 0.01 *A 99.70 £ 0.01 *A
SBLb83 99.40 £ 0.01 #8 97.30 £ 0.01 PA 99.30+0.01 *®

ndo inoculado. SBCp41: pdo de fermentagio natural inoculado com Companilactobacillus paralimentarius 41, SBLp47: péo de fermentagéo
natural inoculado com Lactiplantibacillus plantarum 47 e SBLb83: p&o de fermentac&o inoculado com Levilactobacillus brevis 83. Os dados
s80 expressos como média + desvio padréo (n = 3). *YLetras mintsculas diferentes na mesma coluna representam diferencas entre amostras (p
< 0,05, ANOVA de duas vias de medidas repetidas seguida pelo teste post-hoc de Tukey).ACLetras maitsculas diferentes na mesma linha
representam diferengas entre amostras (p < 0,05, ANOVA de duas vias de medidas repetidas seguida pelo teste post-hoc de Tukey).

Constantino et al. (2022) demonstraram que leveduras inoculadas com BAL, como L.
plantarum, e um maior tempo de fermentagdo estdo associados a maior IVPD, enquanto paes
elaborados com levedura de padeiro apresentam valores menores. Espécies de BAL diferem na
atividade da peptidase, afetando a degradacdo de proteinas e peptideos, o que melhora a
digestibilidade (Kulathunga et al., 2023; Gobbetti et al., 2014; Rizello et al., 2019).

3.6 Indice de hidrdlise do amido (HI) e indice glicémico estimado (eGl) do p&o de fermentag&o

natural

O indice de hidrdlise (HI) e o indice glicémico estimado (eGl) sdo apresentados na
Tabela 7. O HI dos pées variou entre 63,48 + 0,01 a 125,80 + 0,01, e 0 eGl variou entre 74,56
+ 0,01 a 108,77 £ 0,98. Em 3 e 4 horas de fermentacdo, a formulacdo SBLb83 demonstrou o
menor valor de eGI (73,78 + 1,68) (p < 0,05) em comparacdo com o paes SBCp4l e SBLp47.
Sobre isso, em 4 horas, tanto o pdo SBLp47 quanto o SBLb83 apresentaram os menores valores
de HI. O HI aumentou entre a 22 e a 42 hora em todos os paes de fermentacdo natural (p < 0,05).
Tabela 7 - indice de hidrélise (H1) e indice glicémico estimado (eGl) do p&o de fermentagéo natural (SB) inoculado

com as cepas Companilactobacillus paralimentarius 41 (Cp4l), Lactiplantibacillus plantarum 47 (Lp47) e
Levilactobacillus brevis 83 (Lb83), em diferentes tempos de fermentacdo (2, 3, 4 horas) a 30 + 0,1 °C.

Formula- HI* (%) eGl
¢oes 2h 3h 4h 2h 3h 4h

SBCp4l 63.48+5.34<C 85.71+10.42% 125.80+1.123% 74.56 +2.39C 86.77 +4.05% 108.77 + 0.43 *A
SBLp47 73.64+2.95°C 79.32+3.00°® 98.73+5.74"A 80.14 +1.62°C 83.25+1.50 P& 93.91 + 3.95 A
SBLb83 79.53+6.14% 62.05+1.68°C 96.82+13.51* 83.37 +£3.37 % 73.78 £0.91 °C 92.86 + 7.42 A

'Pdo controle (ndo inoculado) usado como referéncia, SBCp4l: pdo de fermentagdo natural inoculado com Companilactobacillus
paralimentarius 41, SBLp47: pdo de fermentagdo natural inoculado com Lactiplantibacillus plantarum 47 e SBLb83: péo de fermentacéo
natural inoculado com Levilactobacillus brevis 83. *“Diferentes letras minusculas na mesma coluna representam diferengas (p < 0,05, ANOVA
de duas vias de medidas repetidas seguida pelo teste post-hoc de Tukey) entre as formulagdes. -Diferentes letras mailsculas dentro da mesma
linha representam diferengas entre os tempos de fermentagéo (p < 0,05, ANOVA de duas vias de medidas repetidas seguida pelo teste post-
hoc de Tukey).

A variabilidade observada ao longo dos tempos de fermentagéo sugere que tanto o perfil

HI quanto o eGI podem ser modulados pelas cepas especificas usadas, duracdo da fermentacédo
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e composicdo do amido. Todas as varidveis influenciam a digestibilidade do amido in vitro e
contribuem para um menor indice glicémico (De Angelis et al., 2007; Temkov et al., 2024) e
remodelacdo da microbiota intestinal, proporcionando beneficios a satde (Swieca et al., 2019;
Wen et al., 2022; Zhou et al., 2021). Um estudo anterior demonstrou que o fermento natural
tipo Il atinge uma reducdo maior no indice glicémico em comparagdo ao pao branco
convencional (Demirkesen-Bicak et al., 2021).

A proteolise conduzida por bactérias do acido lactico (BAL) no fermento natural reduz
0 contetdo nativo de glaten (Génzle et al., 2008; Gobbetti et al., 2019), enquanto o consumo
de acucares pelo BAL pode diminuir o contetdo total de carboidratos. Além disso, a hidrélise
do amido, promovida pelo aumento da atividade da alfa-amilase, leva a conversdo de produtos
de hidrolise em acidos organicos (Siepmann et al., 2019). A acidificacdo do fermento natural
também aumenta a atividade da fitase enddgena, o que facilita a liberacdo de aminoacidos livres
e aumenta o contetdo de amido resistente (Leenhardt et al., 2005; Scazzina et al., 2009). O
amido resistente, sendo uma fracdo ndo digerivel, ndo contribui para a resposta glicémica do
produto assado final. Neste estudo, o pdo de fermentacdo natural SBLb83 exibiu um eGl
reduzido apds 3 horas de fermentacdo. Um ambiente mais acido desempenha um papel

significativo na reducdo desse valor.
3.7 Compostos fendlicos totais (TPC) e atividade antioxidante no pdo de fermentacéo natural

O teor de compostos fendlicos do pdo analisado foi demonstrado na Tabela 8. O péo
controle apresentou a menor concentracao de compostos fendlicos entre as formulacdes apos 3
horas de fermentacdo e ndo demonstrou diferencas estatisticamente significativas durante os
tempos de fermentacdo (p > 0,05). O pdo de fermentagdo natural SBCp4l néo diferiu na
concentracdo total de compostos fendlicos entre 2, 3 e 4 horas de fermentacao, enquanto o pao
de fermentagédo natural SBLb83 e SBLp47 promoveram maior concentracdo de compostos,
especialmente apds 3 e 4 horas de tempo de fermentacdo em comparacdo ao periodo de
fermentacao de 2 horas. Essa observacéo esta alinhada com a forte capacidade de acidificagdo

exibida por essas cepas (Sha et al., 2023).
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Tabela 8 - Contetido de fendlicos totais, atividade de eliminacdo de radicais DPPH" e ABTS", ensaio do poder
antioxidante redutor de ferro (FRAP) de pdes de fermentacdo natural (SB) inoculado com as cepas
Companilactobacillus paralimentarius 41 (Cp41), Lactiplantibacillus plantarum 47 (Lp47) e Levilactobacillus
brevis 83 (Lb83), e 0 pdo controle (hdo inoculado), em diferentes tempos de fermentacéo (2, 3, 4 horas) a30 + 0,1

°C.

Ensaios antioxidantes

Formulages  Tempo*  Fendlicos totais! DPPH" ABTS? FRAP?
2h 15.45 +0.84 vA 95.62 +2.92 %8 34.35 +0.58 bA 68.80 + 6.25 A
P3o controle® 3 h 13.53+0.82 A 104.37 +3.03 4 26.21+ 151 52.50 + 1.67 P8
4h 17.09 + 0.24 A 99.32 5,25 ¢AB 22.72+0.81 B 77.08 +2.09 *
2h 19.71+0.28 A 97.97+2.10 % 74.00 + 0.47 A 67.92+1.25%
SBCp41l 3h 19.21 +0.42 %A 97.81 + 2,53 B 76.67 +1.05 55.00 * 6.67 PAB
4h 18.95 + 0.37 beA 120.02 + 5.56 @A 38.07+0.12 % 46.25 + 2.08 P8
2h 17.66 + 1.12 @B 104.37 £2.02 2 32.26 +1.28 b8 68.33 + 6.67 &
SBLp47 3h 20.46 +1.110A 95.79 + 3.54 B 38.42 £ 0.24 PA 86.25 +2.92 %A
4h 121.33 +£2.15 A 106.89 + 0.51¢A8 33.88+0.818 78.34 +0.02 A8
2h 18.01 +0.82 aC 95.28 + 4.04 27.84 +0.81 B 41.25 +7.08 P8
SBLb83 3h 28.19 +0.95 %A 86.70 + 4,55 bC 25.63+1.40 B 65.00 +0.83 b4
4h 24.70 + 0.65 28 124.06 + 3.54 2 31.91+1.000A 4542 +0.41 8

Y(mg EAG/100 g); %(umol TE/100 g); 3(umol FeSO,/100 g); “tempo de fermentagdo (horas); °ndo inoculado. SBCp41: pdo de fermentagio
natural inoculado com Companilactobacillus paralimentarius 41, SBLp47: péo de fermentagdo natural inoculado com Lactiplantibacillus
plantarum 47 e SBLb83: pao de fermentagao natural inoculado com Levilactobacillus brevis 83. Os dados sdo expressos como média + desvio
padrdo (n = 3). **Letras minGsculas diferentes na mesma coluna representam diferengas entre cada formulagdo dentro de cada tempo de
fermentagdo (p < 0,05, ANOVA de medidas repetidas de duas vias seguido pelo teste post-hoc de Tukey). ACLetras maitsculas diferentes
dentro do mesmo ensaio antioxidante representam diferengas entre formulagdes individuais em tempos de fermentagdo (p < 0,05, ANOVA de
medidas repetidas de duas vias seguida pelo teste post-hoc de Tukey). Abreviagdo: umol, micromol; ET, equivalente de Trolox® por 100 g de
amostra. EAG, equivalente de acido galico por 100 g de amostra.

O processo de acidificacdo promovido pelas BAL hidrolisa compostos complexos e
glicosilados, aumentando a expressao fenolica e a atividade antioxidante (Colosimo et al., 2020;
Mufioz et al., 2024). Isso explica por que o pdo inoculado com cepas de Lactobacillus
normalmente apresenta niveis mais altos de compostos fenélicos. O pao de fermentacdo natural
pode conter maiores quantidades de compostos fendlicos, contribuindo para sua atividade
antioxidante (Fang et al., 2023). Os grdos de cereais (espécies, variedades utilizadas e
composicdo da farinha), o tratamento ao qual as cepas foram submetidas, a concentracdo da
cepa, as diferentes fontes, o processo de moagem e as condi¢fes ambientais (Sidari et al., 2020;
Parmar et al., 2017) desempenham um papel importante no conteddo de compostos fendlicos.
Os compostos fenolicos parecem ser preservados mesmo apds o cozimento, 0 que pode
promover beneficios a saude (Calinoiu e Vodnar, 2018; Lu et al., 2014; Rahman et al., 2021).
Esse efeito é atribuido a fermentacdo de massa fermentada, onde enzimas de cereais e BAL,
particularmente L. plantarum, hidrolisam e liberam compostos fendlicos, aumentando sua
solubilidade por meio da acidificagéo (Géanzle, 2014; Nionelli et al., 2014; Ripari et al., 2019).

Em relagdo a atividade antioxidante, as formulagdes SBCp4l e SBLb83 exibiram
valores mais altos usando o método DPPH" em comparacdo com SBLp47 e a formulagédo

controle (p < 0,05) apés 4 horas de fermentacdo. O pdo de massa fermentada SBLp47
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permaneceu estavel entre 2 e 4 horas de tempo de fermentacdo. A capacidade antioxidante
usando o método ABTS" demonstrou o maior nivel para o pdo de fermentacéo natural SBCp41
e SBLp47, seguido pelo SBLb83 e 0 pdo controle em trés horas de fermentacdo. No método
FRAP, o pao de fermentacdo natural SBCp41 e SBLb83 mostrou a menor capacidade de reduzir
fons Fe™ em quatro horas, enquanto o pao de fermentacdo natural SBLp47 e o pédo controle
demonstraram o maior valor em quatro horas. Apos trés horas, as formulacdes SBCp4l e
SBLp47 permaneceram estaveis até o final do tempo de fermentacdo (p > 0,05). Entre os pées
de fermento natural, 0 SBLp47 apresentou 0os maiores valores no método FRAP. L. plantarum,
conhecido por suas atividades enzimaticas multifuncionais, pode biotransformar compostos em
formas sollveis com alta capacidade antioxidante, potencialmente melhorando a qualidade
nutricional de produtos de panificacdo (Mufioz et al., 2017; Plessas, 2022; Plessas et al., 2023;
Pejcz et al., 2021).

3.8 Acidos organicos e concentracao de agticares em pao de fermentagdo natural

Os teores de acgUcares e acidos organicos sdo apresentados na Tabela 9. Durante 0s
estagios inicial e final de fermentacédo (2-4 horas), a formulacdo do pao controle apresentou um
aumento no teor de &cido citrico e méalico, mas ndo foi detectado nos pdes de fermentacéo
natural. O &cido latico foi detectado apenas nos pées de fermentacéo natural (SBCp41, SBLp47
e SBLb83), cujos valores aumentaram em mais de 65% ao longo do tempo. Em relacdo ao acido
férmico, houve um aumento na formulagdo do pédo controle e uma diminuicdo em todas as
amostras com fermento natural.

O acido propidnico foi identificado apenas no pdo de fermentacédo natural SBLb83. No
pdo controle, as concentracdes de etanol e acucar, incluindo frutose, aumentaram durante o
processo de fermentacdo, o que foi mais notado quando comparado a todos os pées de
fermentacdo natural (p < 0,05). A medida que ocorria 0 processo de fermentacdo, um aumento
na concentracdo de glicerol foi observado em todos os pées, incluindo o pdo controle, que
apresentou valores menores em comparagdo ao pao de fermentacéo natural (p < 0,05). O acido
propidnico, conhecido por suas propriedades antimicrobianas em alimentos, € o acido mais
abundante produzido por cepas BAL, embora sua producgéo seja dependente da cepa (Ozcelik,
Kuley e Ozogul, 2016). A levedura metaboliza agticares no pdo pela via Embden-Meyerhof-
Parnas, levando a producéo de piruvato, que é posteriormente convertido em etanol e didxido
de carbono. O alcool é produzido pela via Ehrlich, que envolve a converséo de aminoacidos de

cadeia ramificada (Pico, Bernal e Gomez, 2015). Esses subprodutos da fermentagao contribuem
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para as propriedades reoldgicas da massa (De Vuyst et al., 2016; De Vuyst, Van Kerrebroeck
e Leroy, 2017; Su et al., 2019).

Tabela 9 - Perfil de &cidos organicos, agucares e alcoois do pao de fermentacdo natural (SB) inoculado com as
linhagens Companilactobacillus paralimentarius 41 (Cp4l), Lactiplantibacillus plantarum 47 (Lp47),
Levilactobacillus brevis 83 (Lb83) e 0 pdo controle (ndo inoculado), preparado com 2 e 4 horas de fermentacéo

(30 £0,1°C).

Acidos organicos

Tempos de
fermentagdo

FormulacGes

(g/kg) (h) P&o Controle? SBCp41 SBLp47 SBLb83
Acido citrico 2h 0.0086 +0.018 <LOD <LOD <LOD
4h 0.02+0.034 <LOD <LOD <LOD
Acido méalico  2h 0.07+0.028 <LOD <LOD <LOD
4h 0.10+£0.034 <LOD <LOD <LOD
Acido latico 2h <LOD 0.56 £0.00® 0.76 £0.02 %8 0.63+0.01 b8
4h <LOD 0.93+£0.014 1.35+0.02% 1.07 £ 0.00 bA
Acido formico  2h 0.83 £0.00 % 0.42+0.02%  0.52+0.00" 0.42 £0.00 A
4h 0.99 £0.03 0.27+0.01% 0.32+0.01%8 0.31+£0.00 B
Acido propidnico 2 h <LOD <LOD <LOD 0.137£0.02 B
4h <LOD <LOD <LOD 0.144 +0.02 A
, Tempos de FormulacGes
Aglcares e fermentacéo
Alcoois (g/kg) (h) P3o Controle? SBCp41 SBLp47 SBLb83
Maltose 2h 7.75+0.01 8 4.41+0.02%  6.06+0.04" 458+0.01°8
4h 9.16 £ 0.03 A 3.59+0.02% 523+0.02% 5.14 £0.02 A
Glucose 2h 0.51+0.02 3 0.06+0.01° 0.05+0.03° 0.03+0.02 %
4h 0.52 +£0.01 3 0.00+0.00°®  0.00598 +0.00 2  0.00742 + 0.00 B
Frutose 2h 1.45+0.02% 0.55+0.02° 0.67+0.01" 0.53+0.01%
4h 1.59 + 0.03 @A 0.15+0.02% 0.20+0.01%8 0.18 £0.02 B
Glicerol 2h 0.11+0.03 %A 0.18£0.05°®  0.23+0.04 28 0.20 + 0.02 b8
4h 0.18 +0.04 %A 0.29+0.04°A 0.39+0.05% 0.38 £0.01PA
Etanol 2h 0.00 +0.03 b8 0.00+0.02°®  0.07+0.04 2 0.00085 + 0.01 8
4h 0.06 +0.02 3 0.04+0.03°  0.05+0.03 ®B 0.07 £0.02 3

ndo inoculado. SBCp41: pdo de fermentacdo natural inoculado com Companilactobacillus paralimentarius 41, SBLp47: péo de fermentagio
natural inoculado com Lactiplantibacillus plantarum 47 e SBLb83: pdo de fermentacdo natural inoculado com Levilactobacillus brevis 83.
<LOD: abaixo do limite de deteccio. ~EMédias seguidas por uma letra comum néo sdo significativamente diferentes entre os tratamentos (2 e
4 horas de fermentacdo) em cada variavel (p > 0,05, ANOVA de duas vias de medidas repetidas seguida pelo teste post-hoc de Tukey). &9
Médias sem nenhuma letra em comum (linha) sdo significativamente diferentes entre as formulagdes (p < 0,05, ANOVA de duas vias de
medidas repetidas seguida pelo teste post-hoc de Tukey).

A analise de correlacéo de Pearson em acgucares e alcoois, e acido lactico e acido formico
é mostrada na Figura S1B do material suplementar. O ensaio revelou que a concentragdo de
etanol estava fracamente correlacionada com a glicose (coeficiente de determinacéo de Pearson
r = -0,17). Por outro lado, frutose e maltose mostraram uma forte correlagdo positiva com a
glicose (r=0,96,p <0,001er=0,91, p=<0,01, respectivamente). Houve uma forte correlagédo
positiva entre o acido formico e a producdo de acucares (maltose, glicose e frutose) (r = 0,94,
p<0,001,r=0,96,p=<0,001er=0,92, p=<0,01, respectivamente), sugerida pela atividade
da piruvato formato liase, que também permite a sintese de acido férmico (Bintsis, 2018). Uma
concentracdo muito baixa de glicose foi identificada em todos os pées de fermentacgéo natural,

0 que pode ser atribuido ao metabolismo das BAL (Perez-Alvarado et al., 2022).
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Uma forte correlagdo positiva (r = 0,96, p < 0,01) foi identificada entre o acido latico e
o glicerol. As BAL diferem na regeneragdo de cofatores como o nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD). A conversdo em &cido latico pelas BAL através da glicdlise, uma via
onde as hexoses sdo convertidas em acido latico, resulta em um aumento significativo da
concentragcdo ao longo do tempo (Stephen e Saleh, 2023), como foi sugerido nos pées de
fermentagdo natural SBCp4l e SBLb83. A conversdo do glicerol ocorre para permitir a
producdo continua de acido latico, uma vez que o glicerol € um osmoprotetor (De Vuyst,
Comasio, Kerrebroeck, 2021). Uma correlacdo negativa foi identificada tanto no glicerol e
frutose, quanto no glicerol e &cido férmico (ambas correlagdes de r = -0,71, p < 0,05), como
mostrado para todos os paes de fermentacdo natural durante o periodo de fermentacao.

3.9 Andlise de componentes principais e correlacdo de Pearson das propriedades fisico-

quimicas

A analise de componentes principais (PCA) foi realizada para investigar as variaveis e
reduzir a dimensionalidade, incluindo o pH, acidez total (TA), IVPD, eGl, volume especifico,
compostos fendlicos totais (TPC) e atividade antioxidante (DPPH", ABTS' e FRAP), em pées
em diferentes tempos de fermentacao (2, 3 e 4 horas), conforme mostrado na Figura 2A e 2B.
Os dois componentes principais (PCI) explicaram as variancias da seguinte forma: PC1 (39,7%)
e PC2 (24,8%), totalizando 64,50%.

Os pées de fermentacdo natural SBCp41, SBLp47 e SBLb83 fermentados por 2 horas,
agrupados no quadrante inferior direito, foram associados a maior concentracdo de ABTS". No
quadrante inferior direito, o pdo de fermentacdo natural SBLp47 fermentado por 2 horas
apresentou um pH mais alto. Uma digestibilidade aumentada e capacidade antioxidante FRAP
aprimorada foram encontradas no pdo de fermentacdo natural SBLp47 fermentado por 3 horas.
Isso pode sugerir que a atividade proteolitica das BAL e a inativagdo dos inibidores de protease
ocorreram durante a fermentacdo do fermento natural e favoreceram os valores mais altos
identificados (Espinosa-Ramirez, et al., 2018).

Conforme demonstrado em estudos anteriores, hd uma correlagdo positiva entre a
liberacdo de aminoacidos livres totais e os valores de digestibilidade da proteina in vitro em
pées de fermentacéo natural. Essa correlacdo destaca a bioacessibilidade desses nutrientes (Ney
et al., 2023; Martinez e Tuppia, et al., 2024).
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Figura. 2. Gréficos score plot (2-A) e loading plot (2-B) da anélise de componentes principais do pao. O grafico de pontuagdo mostra os pées
de fermentagdo natural: SBCp41: pdo de fermentagdo natural inoculado com Companilactobacillus paralimentarius 41, SBLp47: pdo de
fermentacéo natural inoculado com Lactiplantibacillus plantarum 47 e SBLb83: pdo de fermentacédo natural inoculado com Levilactobacillus
brevis 83, em diferentes tempos de fermentacdo (.2, .3 e .4 horas). Multiplas varidveis de pH, acidez total (TA), volume especifico,
digestibilidade da proteina in vitro (IVPD), indice glicémico estimado (eGl), conteldo total de fenélicos (TPC), atividade de eliminacéo de
radicais DPPH", ABTS", ensaio de poder antioxidante redutor de ferro (FRAP), sdo analisadas no grafico de carga. Fonte: elaborado pelo autor
(2025).

No lado superior oposto, 0 pdo SBCp41 fermentado por 4 horas exibiu uma correlacéo
positiva com a atividade antioxidante DPPH" e eGl, com uma correlagdo negativa com a
varidvel IVPD. A relacdo trofica entre BAL pode causar mudangas na intensidade da
acidificacdo e afetar a diminuicdo do eGl em produtos assados fermentados com massa
fermentada (De Angelis et al., 2009). Apds 4 horas de fermentacéo, os pdes SBLb83 e SBLp47
demonstraram volume especifico ideal, consistente com os resultados de acidez. Além disso,
foi observado que o pdo de fermentacdo natural fermentado por 3 horas foi mais fortemente
associado aos compostos fenolicos totais. 1sso é atribuido as propriedades fisico-quimicas e
antioxidantes, que sdo influenciadas e aprimoradas pelas enzimas e acidos organicos produzidos

pelas BAL e leveduras durante o processo de fermentacéo (Adebo et al., 2020; Lin et al., 2023).

A matriz de correlagdo de Pearson é fornecida no material suplementar, Figura S1A. A
matriz de correlacdo de Pearson demonstrou que o pH apresentou forte correlacdo negativa com
a acidez total (TA) (r =- 0,90, p <0,001), confirmando assim o comportamento antagdnico das
variaveis durante o processo de fermentacéo. O volume especifico (r =- 0,81, p <0,01) também
apresentou correlagdo negativa, o que é consistente com a hipotese de que um aumento nos
niveis de acidez (menor pH) leva a mudancas na qualidade do p&o (Siepmann et al., 2019),
aumentando o volume especifico do pdo. O pH apresentou diminuicéo ao longo dos tempos de

fermentacdo, pela presenca de &cidos organicos (Hernandez-Figueroa et al., 2024), que
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diminuem o pH, promovendo um volume especifico do pdo aumentado durante este periodo.
Esta explicacdo é apoiada pela forte correlacdo positiva entre a acidez e o pardmetro volume
especifico (r = 0,95, p < 0,001), uma vez que houve aumento nos parametros de acidez durante
os tempos de fermentacdo. Foi observada uma correlacdo negativa entre pH e compostos
fendlicos totais (TPC) (r = - 0,64, p < 0,05), indicando que a presenca de compostos fenolicos
€ maior em pédes mais acidos. Isso sugere a atividade metabodlica das BAL influenciando
compostos fenolicos no pdo (Drakula et al., 2021). Como esperado, a acidez e TPC mostraram
uma correlacédo positiva (r = 0,71, p <0,01). Isso sugere que um ambiente mais acido ajuda na
liberacdo de compostos fendlicos (Dapcevi¢-Hadnadev et al., 2022). Como pode ser visto, mais
uma vez o processo de fermentagdo desempenha um papel significativo, mostrando que a
correlacdo entre TPC versus volume especifico, r = 0,66, p < 0,05) pode se beneficiar do
processo de fermentacdo. A matriz de correlacdo revelou ainda uma associagdo entre o indice
glicémico estimado (eGl) e a capacidade antioxidante avaliada pelo método DPPH" (r = 0,67,
p < 0,05). O aumento do eGl do péo refletiu em uma maior capacidade antioxidante (método
DPPH"), como evidenciado no péo de fermentacdo natural SBLb83 submetido a um processo
de fermentacdo durante 4 horas. A fermentacdo melhora a atividade antioxidante (Alkay et al.,
2024). Enquanto a variavel eGl apresentou aumento ap6s 2 e 4 horas de tempo de fermentacéo,
0 aumento da atividade antioxidante (método DPPH®) foi observado apds 3 horas de
fermentacdo. Esse comportamento pode ser justificado pela forca demonstrada na analise de

correlacéo.
4 Concluséo

Este estudo demonstrou que as propriedades funcionais do pao de fermentacao natural
sdo significativamente influenciadas tanto pelo tempo de fermentacdo quanto pelas cepas
especificas de bactérias do acido lactico usadas. Entre as cepas testadas, Lactiplantibacillus
plantarum 47 e Levilactobacillus brevis 83 apresentaram desempenho superior na maioria das
analises. A fermentacgéo por 3 horas demonstrou ser um tempo 6timo, proporcionando atividade
antioxidante aprimorada, estabilidade do composto fenolico e melhor digestibilidade da
proteina, juntamente com um volume especifico favoravel e indice glicémico reduzido no péo
inoculado com Levilactobacillus brevis 83. Essas descobertas ressaltam o potencial das BAL
na fabricacdo de pdo de fermentacdo natural para aprimorar atributos tecnolédgicos e funcionais.
Pesquisas futuras devem se concentrar em elucidar ainda mais 0s mecanismos por tras desses

beneficios e traduzi-los em aplica¢fes para promogéo da saude.



97

Referéncias

AMERICAN ASSOCIATION OF CEREAL CHEMISTRY. AACC Approved Methods of
Analysis. Method 10-05.01. Guidelines for Measurement of Volume by Rapeseed
Displacement. 11 ed., St. Paul: Cereals & Grains Association, 2001. Disponivel em:
http://doi.org/10.1094/AACCIntMethod-10-05.01.

ABDUL HAKIM, B. N.; XUAN, N. J.; OSLAN, S. N. H. A comprehensive review of
bioactive compounds from lactic acid bacteria: potential functions as functional food in
dietetics and the food industry. Foods, v. 12, n. 15, p. 2850, 2023. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/fo0ds12152850.

ABEDFAR, A. et al. Investigation on “spontaneous fermentation” and the productivity of
microbial exopolysaccharides by Lactobacillus plantarum and Pediococcus pentosaceus
isolated from wheat bran sourdough. Lebensmittel-Wissenschaft Und Technologie [Food
Science and Technology], v. 96, p. 686-693, 2018. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.Iwt.2018.05.071.

ADEBO, O. A.; GABRIELA MEDINA-MEZA, 1. Impact of fermentation on the phenolic
compounds and antioxidant activity of whole cereal grains: A mini review. Molecules, v. 25,
n. 4, p. 927, 2020. Disponivel em: https://doi.org/10.3390/molecules25040927.

AKESON, W. R.; STAHMANN, M. A. A pepsin pancreatin digest index of protein quality
evaluation. The Journal of Nutrition, v. 83, n. 3, p. 257-261, 1964. Disponivel em:
https://doi.org/10.1093/jn/83.3.257.

ALKAY, Z. et al. Exploring the nutritional impact of sourdough fermentation: Its
mechanisms and functional potential. Foods, v. 13, n. 11, p. 1732, 2024. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/foods13111732.

ARORA, K. et al.. Thirty years of knowledge on sourdough fermentation: A systematic
review. Trends in Food Science & Technology, v. 108, p. 71-83, 2021. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.tifs.2020.12.008.

BACHTARZI, N. et al.. Selection of exopolysaccharide-producing Lactobacillus plantarum
(Lactiplantibacillus plantarum) isolated from Algerian fermented foods for the manufacture
of skim-milk fermented products. Microorganisms, v. 8, n. 8, p. 1101, 2020. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/microorganisms8081101.

BARTKIENE, E.; OZOGUL, F.; ROCHA, J. M. Bread sourdough lactic acid bacteria
technological, antimicrobial, toxin-degrading, immune system-, and faecal microbiota-
modelling biological agents for the preparation of food, nutraceuticals and feed. Foods, v. 11,
p. 452, 2022. Disponivel em: https://doi.org/10.3390/foods11030452.

BENZIE, I. F. F.; STRAIN, J. J. The ferric reducing ability of plasma (FRAP) as a measure of
“antioxidant power”: the FRAP assay. Analytical Biochemistry, v. 239, n. 1, p. 70-76, 1996.
Disponivel em: https://doi.org/10.1006/abio.1996.0292.

BINTSIS, T. Lactic acid bacteria as starter cultures: An update in their metabolism and
genetics. AIMS Microbiology, v. 4, n. 4, p. 665, 2018. Disponivel em:
https://doi.org/10.3934/microbiol.2018.4.665.



98

BOAKYE, P. G. et al.. A. Impact of sourdough fermentation on FODMAPS and amylase-
trypsin inhibitor levels in wheat dough. Journal of Cereal Science, v. 108, e103574, 2022.
Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.jcs.2022.103574.

BOUZAIENE, T. et al. H. Exopolysaccharides from Lactiplantibacillus plantarum C7
exhibited antibacterial, antioxidant, anti-enzymatic, and prebiotic activities. Fermentation, v.
10, n. 7, p. 339, 2024. Disponivel em: https://doi.org/10.3390/fermentation10070339.

BRADFORD, M. A rapid and sensitive method for the quantification of microgram quantities
of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry, v. 72, n.
1-2, p. 248-254, 1976. Disponivel em: https://doi.org/10.1006/abi0.1976.9999.

BRAND-WILLIAMS, W.; CUVELIER, M. E.; BERSET, C. Use of free radical method to
evaluate antioxidant activity. Lebensm Wiss Technology, v. 28, n. 25-30, 1995.
https://doi.org/10.1016/S0023-6438(95)80008-5.

CAGGIANIELLO, G.; KLEEREBEZEM, M.; SPANO, G. Exopolysaccharides produced by
lactic acid bacteria: From health-promoting benefits to stress tolerance mechanisms. Applied
Microbiology and Biotechnology, v. 100, n. 9, p. 3877-3886, 2016. Disponivel em:
https://doi.org/10.1007/s00253-016-7471-2.

CALINOIU, L. F.; VODNAR, D. C. Whole grains and phenolic acids: A review on
bioactivity, functionality, health benefits and bioavailability. Nutrients, v. 10, n. 11, p. 1615,
2018. Disponivel em: https://doi.org/10.3390/nu10111615.

CALVERT, M. D. et al. A review of sourdough starters: ecology, practices, and sensory
quality with applications for baking and recommendations for future research. PeerJ, v. 9,
e11389, 2021. Disponivel em: https://doi.org/10.7717/peerj.11389.

CANESIN, M. R.; CAZARIN, C. B. B. Nutritional quality and nutrient bioaccessibility in
sourdough bread. Current Opinion in Food Science, v. 40, p. 81-86, 2021. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.cofs.2021.02.007.

CAPPELLLI, A.; CINI, E. Challenges and opportunities in wheat flour, pasta, bread, and
bakery product production chains: A systematic review of innovations and improvement
strategies to increase sustainability, productivity, and product quality. Sustainability, v. 13, n.
5, p. 2608, 2021. Disponivel em: https://doi.org/10.3390/su13052608.

CARBONETTO, B. et al. Interactions between Kazachstania humilis yeast species and lactic
acid bacteria in sourdough. Microorganisms, v. 8, n. 2, p. 240, 2020. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/microorganisms8020240.

CARREZ, M. C. Le ferrocyanure de potassium et I'acétate de zinc comme agents de
défécation des urines. Annales de Chimie Analytique, v. 13, p. 97-101, 1908.

CHAVAN, R. S.; CHAVAN, S. R. Sourdough technology - a traditional way for wholesome
foods: a review. Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety, v. 10, p. 169-
182, 2011. Disponivel em: https://doi.org/10.1111/J.1541-4337.2011.00148.X.



99

COLOSIMO, R. et al. The effect of sourdough fermentation on Triticum dicoccum from
Garfagnana: 1H NMR characterization and analysis of the antioxidant activity. Food
Chemistry, v. 305, p. 125510, 2020. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2019.125510.

COMASIO, A. et al. Diverse microbial composition of sourdoughs from different origins.
Frontiers in Microbiology, v. 11, p. 1212, 2020. Disponivel em:
https://doi.org/10.3389/fmich.2020.01212.

COSTANTINI, A. et al. How cereal flours, starters, enzymes, and process parameters affect
the in vitro digestibility of sourdough bread. Food Research International, v. 159, p.
111614, 2022. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.foodres.2022.111614.

DAPCEVIC-HADNABEV, T. et al. Ancient wheat varieties and sourdough fermentation as a
tool to increase bioaccessibility of phenolics and antioxidant capacity of bread. Foods, v. 11,
n. 24, p. 3985, 2022. Disponivel em: https://doi.org/10.3390/foods11243985.

DE ANGELIS, M.; DAMIANO, N.; RIZZELLO, C. G. Sourdough fermentation as a tool for
the manufacture of low-glycemic index white wheat bread enriched in dietary fibre.
European Food Research and Technology, v. 229, p. 593-601, 2009. Disponivel em:
https://doi.org/10.1007/s00217-009-1085-1.

DE ANGELLIS, M. et al. Use of sourdough lactobacilli and oat fibre to decrease the glycaemic
index of white wheat bread. The British Journal of Nutrition, v. 98, n. 6, p. 1196-1205,
2007. Disponivel em: https://doi.org/10.1017/S0007114507772689.

DE LUCA, L. et al. Volatile organic compounds in bread prepared with different sourdoughs.
Applied Sciences, v. 11, n. 3, p. 1330, 2021. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/app11031330.

DE VUYST, L.; COMASIO, A.; VAN KERREBROECK, S. Sourdough production:
fermentation strategies, microbial ecology, and use of non-flour ingredients. Critical Reviews
in Food Science and Nutrition, v. 63, n. 15, p. 2447-2479, 2021. Disponivel em:
https://doi.org/10.1080/10408398.2021.1976100.

DE VUYST, L. et al. Yeast diversity of sourdoughs and associated metabolic properties and
functionalities. International Journal of Food Microbiology, v. 239, p. 26-34, 2016.
Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2016.07.018.

DE VUYST, L.; VAN KERREBROECK, S.; LERQY, F. Microbial ecology and process
technology of sourdough fermentation. Advances in Applied Microbiology, v. 100, p. 49—
160, 2017. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/BS.AAMBS.2017.02.003.

DEMIRKESEN-BICAK, H. et al. Effect of different fermentation conditions on estimated
glycemic index, in vitro starch digestibility, and textural and sensory properties of sourdough
bread. Foods, v. 10, n. 3, p. 514, 2021. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/foods10030514.



100

DRAKULA, S. et al. Alteration of phenolics and antioxidant capacity of gluten-free bread by
yellow pea flour addition and sourdough fermentation. Food Bioscience, v. 44, p. 101424,
2021. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.fbio.2021.101424.

ENGLYST, K. N.; HUDSON, G. J.; ENGLYST, H. N. Starch analysis in food. Englyst
Carbohydrate Services, Eastleigh, UK. Encyclopedia of Analytical Chemistry, Online. John
Wiley & Sons, Ltd., 2006. Disponivel em: https://doi.org/10.1002/9780470027318.a1029.

ESPINOSA-RAMIREZ, J. et al. Functional and nutritional replacement of gluten in gluten-
free yeast-leavened bread by using f-conglycinin concentrate extracted from soybean flour.
Food Hydrocolloids, v. 84, p. 353-360, 2018. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2018.06.021.

FANG, L. et al. Effects of mixed fermentation of different lactic acid bacteria and yeast on
phytic acid degradation and flavor compounds in sourdough. Lebensmittel-Wissenschaft
Und Technologie [Food Science and Technology], v. 174, p. 114438, 2023.
https://doi.org/10.1016/j.Iwt.2023.114438.

FU, W. et al. Screening of lactic acid bacteria and yeasts from sourdough as starter cultures
for reduced allergenicity wheat products. Foods, v. 9, n. 6, p. 751, 2020.
https://doi.org/10.3390/fo0ods9060751.

GALLLI, V. et al. Isolation and characterization of indigenous Weissella confusa for in situ
bacterial exopolysaccharides (EPS) production in chickpea sourdough. Food Research
International (Ottawa, Ont.), v. 138, p. 109785, 2020.
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2020.109785.

GANZLE, M. G. Enzymatic and bacterial conversions during sourdough fermentation. Food
Microbiology, v. 37, p. 2-10, 2014. https://doi.org/10.1016/j.fm.2013.04.007.

GANZLE, M. G.; LOPONEN, J.; GOBBETTI, M. Proteolysis in sourdough fermentations:
mechanisms and potential for improved bread quality. Trends in Food Science &
Technology, v. 19, n. 10, p. 513-521, 2008. https://doi.org/10.1016/j.tifs.2008.04.002.

GOBBETTI, M. et al. Novel insights on the functional/nutritional features of the sourdough
fermentation. International Journal of Food Microbiology, v. 302, p. 103-113, 20109.
https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2018.05.018.

GOBBETTI, M. et al. How the sourdough may affect the functional features of leavened
baked goods. Food Microbiology, v. 37, p. 30-40, 2014.
https://doi.org/10.1016/j.fm.2013.04.012.

GONI, I.; GARCIA-ALONSO, A.; SAURA-CALIXTO, F. A starch hydrolysis procedure to
estimate glycemic index. Nutrition Research, v. 17, n. 3, p. 427-437, 1997.
https://doi.org/10.1016/S0271-5317(97)00010-9.

GRACA, C. et al. Sourdough fermentation as a tool to improve the nutritional and health-
promoting properties of its derived-products. Fermentation, v. 7, p. 246, 2021.
https://doi.org/10.3390/Fermentation7040246.



101

GUL, L. B.; GUL, O.; CON, A. H. Potential of three different lactic acid bacteria to use as
starter culture for production of type Il sourdough bread making. Journal of Food
Measurement and Characterization, v. 16, n. 5, p. 3998-4008, 2022.
https://doi.org/10.1007/s11694-022-01493-0.

HERNANDEZ-FIGUEROA, R. H. et al. Assessment of antifungal activity of aqueous
extracts and protein fractions from sourdough fermented by Lactiplantibacillus plantarum.
Future Foods, v. 9, p. 100314, 2024. https://doi.org/10.1016/j.fufo.2024.100314.

HUYS, G.; DANIEL, H.-M.; DE VUYST, L. Taxonomy and biodiversity of sourdough
yeasts and lactic acid bacteria. In: Handbook on Sourdough Biotechnology. Springer US, p.
105-154, 2013.

JURASKOVA, D.; RIBEIRO, S. C.; SILVA, C. C. G. Exopolysaccharides produced by lactic
acid bacteria: from biosynthesis to health-promoting properties. Foods, v. 11, n. 2, p. 156,
2022. https://doi.org/10.3390/foods11020156.

KETABI, A. et al. Production of microbial exopolysaccharides in the sourdough and its
effects on the rheological properties of dough. Food Research International, v. 41, n. 10, p.
948-951, 2008. https://doi.org/10.1016/j.foodres.2008.07.0009.

KIELISZEK, M. et al. Characteristics of the proteolytic enzymes produced by lactic acid
bacteria. Molecules (Basel, Switzerland), v. 26, n. 7, p. 1858, 2021.
https://doi.org/10.3390/molecules26071858.

KRUPA-KOZAK, U. et al. Novel gluten-free bread with an extract from flaxseed by-product:
The relationship between water replacement level and nutritional value, antioxidant
properties, and sensory quality. Molecules, v. 27, p. 2690, 2022.
https://doi.org/10.3390/molecules27092690.

KULATHUNGA, J.; WHITNEY, K.; SIMSEK, S. Impact of starter culture on biochemical
properties of sourdough bread related to composition and macronutrient digestibility. Food
Bioscience, v. 53, p. 102640, 2023. https://doi.org/10.1016/j.fbio.2023.102640.

LAU, S. W. et al. Sourdough microbiome comparison and benefits. Microorganisms, v. 9, n.
7, p. 1355, 2021. https://doi.org/10.3390/microorganisms9071355.

LEENHARDT, F. et al. Moderate decrease of pH by sourdough fermentation is sufficient to
reduce phytate content of whole wheat flour through endogenous phytase activity. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v. 53, n. 1, p. 98-102, 2005.
https://doi.org/10.1021/JF049193Q.

LIN, S. et al. Impact of supplement of Qingke flours on physicochemical properties, sensory
and in vitro starch digestibility of wheat bread and its enhancement by bread quality
improvers. Food Chemistry: X, v. 19, p. 100855, 2023.
https://doi.org/10.1016/j.fochx.2023.100855.

LU, Y. et al. Effect of processing on phenolic composition of dough and bread fractions made
from refined and whole wheat flour of three wheat varieties. Journal of Agriculture and
Food Chemistry, v. 62, n. 43, p. 10431-10436, 2014. https://doi.org/10.1021/jf501941r.



102

LUTI, S. et al. Antioxidant and anti-inflammatory properties of sourdoughs containing
selected Lactobacilli strains are retained in bread. Food Chemistry, v. 322, p. 126710, 2020.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2020.126710.

LYNCH, K. M.; COFFEY, A.; ARENDT, E. K. Exopolysaccharide producing lactic acid
bacteria: Their techno-functional role and potential application in gluten-free bread products.
Food Research International, v. 110, p. 52-61, 2018.
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2017.03.012.

MA, S. et al. Sourdough improves the quality of whole-wheat flour products: Mechanisms
and challenges - A review. Food Chemistry, v. 360, p. 130038, 2021. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2021.130038.

MANNINO, G. et al. Preliminary investigation of biogenic amines in type | sourdoughs
produced at home and bakery level. Toxins, v. 14, n. 5, p. 293, 2022. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/toxins14050293.

MARTINEZ TUPPIA, C. et al. In vitro human gastrointestinal digestibility and colonic
fermentation of wheat sourdough and yeast bread. Foods, v. 13, n. 18, p. 3014, 2024.
Disponivel em: https://doi.org/10.3390/foods13183014.

MATTHEWS, J. N. et al. Analysis of serial measurements in medical research. British
Medical Journal, v. 300, p. 6719, 1990. Disponivel em:
https://doi.org/10.1136/bmj.300.6719.230.

MENEZES, L. A. A. et al. Reducing FODMAPs and improving bread quality using type Il
sourdough with selected starter cultures. International Journal of Food Sciences and
Nutrition, v. 72, n. 7, p. 912-922, 2021. Disponivel em:
https://doi.org/10.1080/09637486.2021.1892603. Acesso em: 13 mar. 2025.

MUNCH-ANDERSEN, C. B. et al. The impact of fermentation length and dough
composition on the stability of liquid sourdough starters. International Journal of Food
Microbiology, v. 426, p. 110932, 2025. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2024.110932. Acesso em: 13 mar. 2025.

MUNOZ, R. et al. Biotransformation of phenolics by Lactobacillus plantarum in fermented
foods. In: FRIAS, J.; MARTINEZ-VILLALUENGA, C.; PENAS, E. Fermented foods in
health and disease prevention. Elsevier, 2017. p. 63-83.

MUNOZ, R. et al. Food phenolics and Lactiplantibacillus plantarum. International Journal
of Food Microbiology, v. 412, p. 110555, 2024. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2023.110555.

NEY, L. M. et al. Short chain fatty acids: key regulators of the local and systemic immune
response in inflammatory diseases and infections. Open Biology, v. 13, n. 3, p. 230014, 2023.
Disponivel em: https://doi.org/10.1098/rsob.230014.

NIONELLLI, L. et al. Exploitation of Albanian wheat cultivars: Characterization of the flours
and lactic acid bacteria microbiota, and selection of starters for sourdough fermentation. Food



103

Microbiology, v. 44, p. 96-107, 2014. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.fm.2014.05.011.

OGUNREMI, O. R.; BANWO, K.; SANNI, A. I. Starter-culture to improve the quality of
cereal-based fermented foods: trends in selection and application. Current Opinion in Food
Science, v. 13, p. 38-43, 2017. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.cofs.2017.02.003.

OLOJEDE, A. O. et al. Sensory and antioxidant properties and in-vitro digestibility of gluten-
free sourdough made with selected starter cultures. Lebensmittel-Wissenschaft und
Technologie, v. 129, p. 109576, 2020. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.Iwt.2020.109576..

OZCELIK, S.; KULEY, E.; OZOGUL, F. Formation of lactic, acetic, succinic, propionic,
formic and butyric acid by lactic acid bacteria. Lebensmittel-Wissenschaft und
Technologie, v. 73, p. 536-542, 2016. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.Iwt.2016.06.066.

OZGOLET, M. et al. The effect of five different sourdough on the formation of glyoxal and
methylglyoxal in bread and influence of in vitro digestion. Food Chemistry, v. 371, p.
131141, 2022. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2021.131141.

PACULARU-BURADA, B. et al. Current approaches in sourdough production with
valuable characteristics for technological and functional applications. In: The Annals of
the University “Dunarea de Jos” of Galati, 2020, 44, 1, p. 132-148. Disponivel em:
https://doi.org/10.35219/foodtechnology.2020.1.08.

PARAKHINA, O. et al. Evaluation of selected lactic acid bacteria as starter cultures for
gluten-free sourdough bread production. Agronomy Research, v. 19, n. S3, p. 1260-1272,
2021. Disponivel em: https://doi.org/10.15159/AR.21.087.

PARMAR, N.; DAHIYA, S.; KUMA, S. Changes in polyphenol content of newly released
varieties of wheat during different processing methods. Journal of Nutrition & Food
Sciences, v. 7, n. 1, 2017. Disponivel em: https://doi.org/10.4172/2155-9600.1000575.

PEJCZ, E. et al. Enhancing bread’s benefits: investigating the influence of boosted native
sourdough on FODMAP modulation and antioxidant potential in wheat bread. Foods, v. 12,
n. 19, p. 3552, 2023. Disponivel em: https://doi.org/10.3390/foods12193552.

PEJCZ, E. et al. Effect of inoculated lactic acid fermentation on the fermentable saccharides
and polyols, polyphenols and antioxidant activity changes in wheat sourdough. Molecules, v.
26, p. 4193, 2021. Disponivel em: https://doi.org/10.3390/molecules26144193.

PEREZ-ALVARADO, O. et al. Role of lactic acid bacteria and yeasts in sourdough
fermentation during breadmaking: Evaluation of postbiotic-like components and health
benefits. Frontiers of Microbiology, v. 13, €969460, 2022. Disponivel em:
https://doi.org/10.3389/fmich.2022.969460.

PICO, J.; BERNAL, J.; GOMEZ, M. Wheat bread aroma compounds in crumb and crust: a
review. Food Research International, v. 75, p. 200-215, 2015. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2015.05.051.



104

PLESSAS, S. Advancements in the use of fermented fruit juices by lactic acid bacteria as
functional foods: Prospects and challenges of Lactiplantibacillus (Lpb.) plantarum subsp.
plantarum application. Fermentation, v. 8, n. 6, 2022. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/fermentation8010006.

PLESSAS, S. et al. Nutritional improvements of sourdough bread made with freeze-dried
functional adjuncts based on probiotic Lactiplantibacillus plantarum subsp. plantarum and
pomegranate juice. Antioxidants, v. 12, n. 5, p. 1113, 2023. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/antiox12051113.

RAHMAN, M. M. et al. Role of phenolic compounds in human disease: current knowledge
and future prospects. Molecules (Basel, Switzerland), v. 27, p. 233, 2021. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/molecules27010233.

RAMOS, C. L. et al. Strain-specific probiotics properties of Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus plantarum and Lactobacillus brevis isolates from Brazilian food products. Food
Microbiology, v. 36, p. 22-29, 2013. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.fm.2013.03.010.

RE, R. et al. Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation decolorization
assay. Free Radical Biology and Medicine, v. 26, p. 1231-1237, 1999. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/s0891-5849(98)00315-3.

REALE, A. et al. Effect of respirative cultures of Lactobacillus casei on model sourdough
fermentation. Lebensmittel-Wissenschaft und Technologie (Food Science and
Technology), v. 73, p. 622-629, 2016. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.Iwt.2016.06.065.

RIBET, L. et al. Nutritional benefits of sourdoughs: A systematic review. Advances in
Nutrition, v. 14, p. 22-29, 2023. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.advnut.2023.01.022.

RIPARI, V.; BAI, Y.; GANZLE, M. G. Metabolism of phenolic acids in whole wheat and rye
malt sourdoughs. Food Microbiology, v. 77, p. 43-51, 2019. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.fm.2018.08.009.

RIZZELLO, C. G. et al. Use of fungal proteases and selected sourdough lactic acid bacteria
for making wheat bread with an intermediate content of gluten. Food Microbiology, v. 37, p.
59-68, 2014. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.fm.2013.06.017.

RIZZELLO, C. G. et al. Sourdough fermented bread are more digestible than those started
with baker’s yeast alone: an in vivo challenge dissecting distinct gastrointestinal responses.
Nutrients, v. 11, n. 12, p. 2954, 2019. Disponivel em: https://doi.org/10.3390/nu11122954.

SADEGHI, A. et al. FoodOmics as a promising strategy to study the effects of sourdough on
human health and nutrition, as well as product quality and safety; back to the future. Trends
in Food Science & Technology, v. 136, p. 24-47, 2023. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.tifs.2023.03.026.



105

SAGAR, N. A.; PAREEK, S. Fortification of multigrain flour with onion skin powder as a
natural preservative: Effect on quality and shelf life of the bread. Food Bioscience, v. 41, p.
100992, 2021. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.fbio.2021.100992.

SAHIN, M. et al. Harnessing the role of three lactic acid bacteria (Lab) strains for type Il
sourdough production and influence of sourdoughs on bread quality and maillard reaction
products. Foods, v. 13, n. 12, p. 1801, 2024. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/foods13121801.

SALMINEN, S. et al. The International Scientific Association of Probiotics and Prebiotics
(ISAPP) consensus statement on the definition and scope of postbiotics. Nature Reviews
Gastroenterology & Hepatology, v. 18, p. 649-667, 2021. Disponivel em:
https://doi.org/10.1038/s41575-021-00440-6.

SCAZZINA, F. et al. Sourdough bread: starch digestibility and postprandial glycemic
response. Journal of Cereal Science, v. 49, p. 419-421, 2009. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.jcs.2008.12.008.

SEVGILI, A.; ERKMEN, O.; KOCASLAN, S. Identification of lactic acid bacteria and yeasts
from traditional sourdoughs and sourdough production by enrichment. Czech Journal of
Food Sciences, v. 39, n. 4, p. 312-318, 2021. Disponivel em:
https://doi.org/10.17221/56/2021-CJFS.

SHA, H. Y.; WANG, Q. Q.; LI, Z. J. Comparison of the effect of exopolysaccharide-
producing lactic acid bacteria from sourdough on dough characteristics and steamed bread
quality. International Journal of Food Science & Technology, v. 58, n. 1, p. 378-386,
2023. Disponivel em: https://doi.org/10.1111/ijfs.15881.

SIDARI, R. et al. Persistence and effect of a multistrain starter culture on antioxidant and
rheological properties of novel wheat sourdoughs and bread. Foods, v. 9, n. 9, p. 1258, 2020.
Disponivel em: https://doi.org/10.3390/foods9091258.

SIEPMANN, F. B. et al. Brazilian sourdough: Microbiological, structural, and technological
evolution. European Food Research Technology, v. 245, p. 1583-1594, 2019. Disponivel
em: https://doi.org/10.1007/s00217-019-03254-8.

SIEUWERTS, S.; BRON, P. A.; SMID, E. J. Mutually stimulating interactions between lactic
acid bacteria and Saccharomyces cerevisiae in sourdough fermentation. Lebensmittel-
Wissenschaft und Technologie (Food Science and Technology), v. 90, p. 201-206, 2018.
Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.lwt.2017.12.022.

SILVA, A. F. et al. Bread enriched with resveratrol: Influence of the delivery vehicles on its
bioactivity. Food Bioscience, v. 49, p. 101887, 2022. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.fbio.2022.101887.

SINGLETON, V. L.; ORTHOFER, R.; LAMUELA-RAVENTOS, R. M. Analysis of total
phenols and other oxidation substrates and antioxidants by means of Folin-Ciocalteu reagent.
In: Methods in Enzymology. v. 299, p. 152-178, 1999. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/S0076-6879(99)99017-1.



106

SIRIN, S.; ASLIM, B. Protective effect of exopolysaccharides from lactic acid bacteria
against amyloid betal-42 induced oxidative stress in SH-SY5Y cells: Involvement of the
AKT, MAPK, and NF-kB signaling pathway. Process Biochemistry, v. 106, p. 50-59, 2021.
Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.procbio.2021.04.003.

STEPHANY, T. Structural characterization of an exopolysaccharide produced by
Lactobacillus plantarum Ts. Acta Scientifica Naturalis, v. 9, n. 3, p. 71-83, 2022. Disponivel
em: https://doi.org/10.2478/asn-2022-0022.

STEPHEN, J. M.; SALEH, A. M. Homofermentative Lactobacilli isolated from organic
sources exhibit potential ability of lactic acid production. Frontiers in Microbiology, v. 14,
p. 1297036, 2023. Disponivel em: https://doi.org/10.3389/fmich.2023.1297036.

SU, X. et al. Effect of organic acids on bread quality improvement. Food Chemistry, v. 278,
p. 267-275, 2019. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2018.11.011.

SUBASI, A. S.; ERCAN, R. The effects of wheat variety, sourdough treatment and sourdough
level on nutritional characteristics of whole wheat bread. Journal of Cereal Science, v. 110,
p. 103637, 2023. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.jcs.2023.103637.

SWIECA, M. et al. Nutritional and pro-health quality of lentil and adzuki bean sprouts
enriched with probiotic yeast Saccharomyces cerevisiae var. boulardii. Lebensmittel-
Wissenschaft und Technologie (Food Science and Technology), v. 100, p. 220-226, 2019.
Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.lwt.2018.10.081.

SYROKOU, M. K. et al. Microbial ecology of Greek wheat sourdoughs, identified by a
culture-dependent and a culture-independent approach. Foods, v. 9, n. 11, p. 1603, 2020.
Disponivel em: https://doi.org/10.3390/foods9111603.

TALLON, R.; BRESSOLLIER, P.; URDACI, M. C. Isolation and characterization of two
exopolysaccharides produced by Lactobacillus plantarum EP56. Research in Microbiology,
v. 154, p. 705-712, 2003. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.resmic.2003.09.006.

TEMKOV, M. et al. Influence of baking time and formulation of part-baked wheat sourdough
bread on the physical characteristics, sensory quality, glycaemic index and appetite
sensations. Frontiers in Nutrition, v. 11, p. 1370086, 2024. Disponivel em:
https://doi.org/10.3389/fnut.2024.1370086.

THE JAMOVI PROJECT. Jamovi (Version 2.6.23) [Computer Software], 2024. Disponivel
em: https://www.jamovi.org.

THOMAS, R. M. et al. Nutritional and sensory quality of Ofada rice sourdough bread made
with selected lactic acid bacteria strains. Heliyon, v. 9, n. 10, e20828, 2023. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2023.e20828.

VERDONICK, C. et al. Impact of process parameters on the specific volume of whole meal
wheat bread made using sourdough-and baker's yeast-based leavening strategies. International
Journal of Food Microbiology, v. 396, p. 110193, 2023. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2023.110193.



107

WANG, Z.; WANG, L. Impact of sourdough fermentation on nutrient transformations in
cereal-based foods: Mechanisms, practical applications, and health implications. Grain & Oil
Science and Technology, v. 7, n. 2, p. 124-132, 2024. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.gaost.2024.03.001.

WEN, J. J. et al. Resistant starches and gut microbiota. Food Chemistry, v. 387, p. 132895,
2022. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2022.132895.

WERNING, M. L. et al. Biological functions of exopolysaccharides from lactic acid bacteria
and their potential benefits for humans and farmed animals. Foods, v. 11, n. 9, p. 1284, 2022.
Disponivel em: https://doi.org/10.3390/foods11091284.

WOQO, S. H. et al. Characterization of lactic acid bacteria and yeast from grains as starter
cultures for gluten-free sourdough. Foods, v. 12, n. 23, p. 4367, 2023. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/foods12234367.

WOOD, I. P. et al. Rapid quantification of reducing sugars in biomass hydrolysates:
Improving the speed and precision of the dinitrosalicylic acid assay. Biomass and Bioenergy,
v. 44, p. 117-121, 2012. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.biombioe.2012.05.003.

YAMAN, M.; SARGIN, H. S.; MIZRAK, O. F. Free sugar content, in vitro starch
digestibility and predicted glycemic index of ready-to-eat breakfast cereals commonly
consumed in Turkey: An evaluation of nutritional quality. International Journal of
Biological Macromolecules, v. 135, p. 1082-1087, 2019. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2019.06.037.

YILMAZ, T.; SIMSEK, O. Potential health benefits of ropy exopolysaccharides produced by
Lactobacillus plantarum. Molecules, v. 25, n. 14, p. 3293, 2020. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/molecules25143293.

YU, Y. et al. Contribution of spontaneously-fermented sourdoughs with pear and navel
orange for the bread-making. Lebensmittel-Wissenschaft und Technologie [Food Science
and Technology], v. 89, p. 336-343, 2018. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.Iwt.2017.11.001.

ZEHIR SENTURK, D.; DERTLI, E.; ERTEN, H. Structural and technological
characterization of ropy exopolysaccharides produced by Lactobacillus plantarum strains
isolated from Tarhana. Food Science Biotechnology, v. 29, p. 121-129, 2020. Disponivel
em: https://doi.org/10.1007/s10068-019-00641-5.

ZHANG, J. et al. Impact of exopolysaccharides-producing lactic acid bacteria on the
chemical, rheological properties of buckwheat sourdough and the quality of buckwheat bread.
Food Chemistry, v. 425, p. 136369, 2023. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2023.136369.

ZHOU, D.; MA, Z.; HU, X. Isolated pea resistant starch substrates with different structural
features modulate the production of short-chain fatty acids and metabolism of microbiota in
anaerobic fermentation in vitro. Journal of Agriculture and Food Chemistry, v. 69, n. 18,
p. 5392-5404, 2021. Disponivel em: https://doi.org/10.1021/acs.jafc.0c08197.



Tabela S1

Material suplementar
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FormulacGes de fermento natural inoculados com cepas de Companilactobacillus paralimentarius 41 (Cp41),
Lactiplantibacillus plantarum 47 (Lp47) e Levilactobacillus brevis 83 (Lb83), a 30 + 0.1 °C.

Ingredients Fermento natural

Cp41 Lp47 Lb83
Farinha de trigo branca 100 ¢ 100 ¢ 100 ¢
Agua 80 g 80 g 80 g
Cultura Cp41 20¢g - -
Cultura Lp47 - 209 -
Cultura Lb83 - - 209
Total de A&gua/total de 0.8 0.8 0.8

farinha

Tabela S2

Formulagbes de pées inoculados (SB) com as cepas Companilactobacillus paralimentarius 41 (Cp4l),
Lactiplantibacillus plantarum 47 (Lp47), Levilactobacillus brevis 83 (Lb83) e o p&o controle (ndo inoculado),
preparados em diferentes tempos de fermentacdo (2, 3 e 4 horas), a 30 + 0,1°C.

Ingredients Formulactes (g)

Pao controle SBCp41 SBLp47 SBLb83
Farinha de trigo branca 100 ¢ 100 ¢ 100 ¢ 100 ¢
Agua 629 529 529 529
Fermento natural - 50¢g - -
Fermento natural - - 5049 -
Fermento natural - - - 509
Levedura 0.3¢g 0.3¢g 0.3¢g 03¢
Sal 29 29 29 29
Total de dgua/total de farinha 0,62 0,52 0,52 0,52

SB: péo de fermentacéo natural
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Figura S1A e S1B
(A) Mapa de calor do coeficiente de correlacéo de Pearson entre pH, acidez total (TA), volume especifico, digestibilidade in
vitro de proteinas (I\VPD), indice glicémico estimado (eGl), compostos fendlicos totais (TPC) e contetido antioxidante (DPPH",
ABTS' e FRAP). (B) Mapa de calor do coeficiente de correlagéo de Pearson entre as varidveis agucar, alcoois, acidos organicos
(&cido lactico e 4cido formico) do pao de fermentacédo natural inoculado (SB) com Companilactobacillus paralimentarius 41
(Cp4l), Lactiplantibacillus plantarum 47 (Lp47), Levilactobacillus brevis 83 (Lb83) e pdo controle (ndo inoculado). O
asterisco (*) denota p < 0.05, (**) p < 0.01, (***) p < 0.001.
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