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IDENTIFICACAO E SELECAO DE CEPAS DE FERMENTOS NATURAIS DE
DIFERENTES REGIOES DA PARAIBA E ESTUDO DO POTENCIAL
TECNOLOGICO E BIOATIVO PARA PANIFICACAO

RESUMO - Esse trabalho teve como objetivo desenvolver um fermento natural
dominante, com caracteristicas controladas, a partir de cepas de Bactérias Acido
Laticas (BAL) isoladas das diferentes regifes climaticas da Paraiba, com
potencial tecnolégico e bioativo. A principio, foram coletados quatro fermentos
naturais em municipios pertencentes as regifes umida, subumida e semiarida.
A microbiota desses fermentos foi isolada e pré-identificada. Dos 129 isolados
obtidos, 24 apresentaram caracteristicas tipicas de BAL e foram identificados por
espectrometria de massa (MALDI-TOF) como Lactiplantibacillus plantarum,
Companilactobacillus  paralimentarius e  Levilactobacillus brevis. C.
paralimentarius predominou na regido Umida, enquanto L. plantarum dominou
nas demais. Por meio da andlise de componentes principais (PCA), foram
selecionadas 17 cepas que apresentaram os melhores resultados quanto ao
potencial tecnolégico. Elas foram testadas quanto a tolerancia a estresse em
acido, sal, sacarose e etanol em diferentes concentracdes. L. plantarum 47
(Lp47) e L. brevis 83 (Lb83) foram selecionadas pela PCA em virtude de seu
melhor desempenho para serem utilizadas como cultura iniciadora. Lp47 foi a
mais tolerante nas condi¢6es acidas e salinas, enquanto Lb83 se destacou pela
maior sobrevivéncia em altas concentracfes de etanol. Essas cepas foram
selecionadas para o desenvolvimento do fermento natural e apresentaram bom
desempenho fisico-quimico, bioativo e tecnoldgico. O rapido crescimento e
acidificacdo de Lp47 e Lb83 estdo associados diretamente a sua origem
autoctone e a adaptacdo aos meios estressores do fermento natural. No entanto,
Lp47 acidificou o meio mais rapidamente, mantendo-se estabilizado na
contagem de células viaveis ap6s 4 horas de fermentacdo, enquanto Lb83
estabilizou contagem apds 6 horas. Ambos os fermentos apresentaram atividade
antioxidante e aumento nos compostos fendlicos durante a fermentacéo, nao
havendo diferenca significativa entre eles (p>0,05). Em relacdo a reologia, a
rigidez das amostras apos 8 horas de fermentacdo foi aproximadamente 10
vezes maior do que nas amostras fermentadas por 24 horas. Os resultados
demonstraram a viabilidade de usar Lp47 ou Lb83 como culturas iniciadoras de
fermento natural, reforcando que as cepas autdctones se destacam pelo bom
desenvolvimento tecnolégico em processos de panificacdo, sendo indicadas
para iniciar esse processo de forma rapida, controlada e segura.

Palavras-chave: Compostos bioativos, bactéria lactica, fermentacao,
sourdough, Lactobacillus spp.



IDENTIFICATION AND SELECTION OF NATURAL STARTER STRAINS
FROM DIFFERENT REGIONS OF PARAIBA AND STUDY OF THEIR
TECHNOLOGICAL AND BIOACTIVE POTENTIAL FOR BAKING

ABSTRACT - This study aimed to develop a dominant sourdough starter with
controlled characteristics, derived from strains of Lactic Acid Bacteria (LAB)
isolated from different climatic regions of Paraiba, with technological and
bioactive potential. Initially, four sourdough starters were collected from
municipalities within the humid, subhumid, and semi-arid regions. The microbiota
of these starters was isolated and preliminarily identified. Out of 129 isolates
obtained, 24 exhibited typical LAB characteristics and were identified by mass
spectrometry (MALDI-TOF) as Lactiplantibacillus plantarum,
Companilactobacillus  paralimentarius, and Levilactobacillus brevis. C.
paralimentarius predominated in the humid region, while L. plantarum dominated
in the other regions. Through principal component analysis (PCA), 17 strains
were selected for their superior technological potential. These strains were tested
for stress tolerance to acid, salt, sucrose, and ethanol at various concentrations.
L. plantarum 47 (Lp47) and L. brevis 83 (Lb83) were selected by PCA due to their
superior performance for use as starter cultures. Lp47 was the most tolerant
under acidic and saline conditions, while Lb83 stood out for its higher survival at
high ethanol concentrations. These strains were selected for the development of
the sourdough starter and demonstrated good physicochemical, bioactive, and
technological performance. The rapid growth and acidification of Lp47 and Lb83
are directly associated with their autochthonous origin and adaptation to the
stressful conditions of the sourdough. However, Lp47 acidified the medium more
quickly, stabilizing its viable cell count after 4 hours of fermentation, while Lb83
stabilized its count after 6 hours. Both starters exhibited antioxidant activity and
an increase in phenolic compounds during fermentation, with no significant
difference between them (p>0.05). In terms of rheology, the rigidity of the
samples after 8 hours of fermentation was approximately 10 times greater than
that of the samples fermented for 24 hours. The results demonstrated the
feasibility of using Lp47 or Lb83 as starter cultures for sourdough, highlighting
that autochthonous strains excel in technological development in baking
processes and are recommended for initiating this process in a rapid, controlled,
and safe manner.

Keywords: Bioactive compounds, lactic bacteria, fermentation, sourdough,
Lactobacillus spp.
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1. INTRODUGAO

A fermentacdo, uma das técnicas mais antigas no processamento de
alimentos, € amplamente reconhecida por suas propriedades funcionais,
capacidade de alterar o sabor e por melhorar a biodisponibilidade dos nutrientes
(Fan et al.,, 2024). Na panificagdo, a principal mudanca causada pela
fermentacao é a transformacédo de uma massa densa em uma massa levedada.
Isso ocorre devido a geragdo de CO2, resultante do metabolismo dos
microrganismos (De Vuyst et al., 2017).

Comumente, dois tipos de agentes de fermentacdo séo usados na
fabricacdo de pdaes: fermento bioldgico instantaneo, que séo preparacdes
comerciais de Saccharomyces cerevisiae, e/ou fermento natural. O fermento
natural € composto de uma mistura de farinha de cereais e agua em que uma
populacdo heterogénea de bactérias, principalmente bactérias acido laticas
(BAL) e leveduras realizam a fermentacéo (De Vusyt et al., 2021; Fekri et al.,
2024).

O uso de fermento bioloégico ainda é dominante em produtos
industrializados, enquanto os fermentos naturais sS40 mais comuns entre 0s
produtores artesanais (Rizzello et al., 2019; Albagli et al., 2021). No entanto, o
uso de fermento natural em producdes de larga escala vem aumentando
(Paucean et al., 2024), devido a crescente demanda por produtos saudaveis e
naturais (Albagli et al., 2021; Fekri et al., 2024). Diversos estudos (Papadimitriou
et al., 2019; Fang et al., 2023; Sanmartin et al., 2024; Viola et al., 2024) tém
demonstrado os efeitos positivos da fermentacdo natural na qualidade
tecnoldgica e nutricional do péo.

O mercado global de produtos de fermentacdo natural foi avaliado em
US$2.19 bilhdes em 2020, com taxa de crescimento anual prevista em 8% até
2030 (Lima et al, 2023). A Europa € a maior consumidora destes produtos,
seguida da América do Norte, com projecbes futuras apontando o forte
crescimento no continente asiatico (Albagli et al, 2021; Lima et al, 2023). Nos
altimos anos, grandes empresas de panificagdo, como a Bauducco (Brasil),
Marilan (Brasil), IREKS GmbH (Alemanha), Knead Love (EUA), incorporaram
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produtos de fermentacéo natural ao seu portfélio (Lima et al, 2023), reforgcando
a demanda por este tipo de alimento.

Atualmente destacam-se quatro tipos de fermentos naturais que podem
ser inoculados ou n&o com culturas iniciadoras, melhorando assim seu
desempenho tecnoldgico e funcional. No entanto, dependendo do tipo de
fermentacao utilizada, é necessario tempo e profissionais qualificados para a sua
correta manutencao (Reale et al, 2020), tornando o processo caro e de dificil
padronizacdo. Deste modo, o uso de fermento natural de culturas iniciadoras é
uma alternativa viavel, pois guiam o processo fermentativo de maneira
controlada (Siepmann et al, 2019).

Quanto as cepas iniciadoras do fermento o ideal é utilizar aquelas que se
adaptem bem as condi¢cdes empregadas na panificacdo e que sejam resistentes
a microbiota dos ingredientes, ambiente e utensilios utilizados. A literatura (Suo
et al., 2020) tem sugerido que a localizacdo geogréfica € determinante nos tipos
de microrganismos encontrados nas massas fermentadas, juntamente com a
temperatura e outros fatores ambientais.

Deste modo identifica-se um potencial a ser investigado, trazendo essa
realidade para a Paraiba, tendo em vista as distintas regiées climaticas que o
estado possui. E provavel que a microbiota observada em massas fermentadas
nas cidades de clima Umido seja distinta de cidades de clima semiarido, por
exemplo. Nao existem estudos que avaliaram essa diversidade de microbiota ou
que tenham identificado quais espécies predominam nas diferentes regides.

Nao sé a identificacdo e caracterizacdo desses microrganismos seriam
importantes, como também a selecdo de cepas predominantes com potenciais
tecnologicos e bioativos seria 0 ponto chave para o desenvolvimento de um
fermento natural da Paraiba que se adapte a regido com caracteristicas
controladas. Diante do exposto, esse trabalho teve por objetivo desenvolver um
fermento natural a partir de cepas de Bactérias Acido Laticas (BAL) isoladas das

diferentes regides climaticas da Paraiba com potencial tecnolégico e bioativo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Fermento Natural e Bactérias Acido Laticas

O fermento natural é composto de uma mistura de farinha de cereais e
dgua, em que uma populacdo heterogénea de bactérias, principalmente
Bactérias Acido Laticas (BAL) e leveduras, realizam a fermentacéo (De Vusyt et
al, 2021). As leveduras estdo diretamente ligadas a formacédo de dioxido de
carbono (CO2), enquanto as BAL produzem principalmente acidos orgéanicos e
outros compostos arométicos (Catzeddu, 2019). Quando comparado ao
“fermento de padeiro” (Saccharomyces cerevisiae) as BAL apresentam diversas
vantagens em termos sensoriais, nutricionais, tecnoldgicos e de biosseguranca
(Papadimitriou et al, 2019; Viola, 2024).

Existem quatro tipos de fermentos naturais que sdo classificados de
acordo com o in6culo e a tecnologia utilizada para iniciar a fermentacdo
(Stefanello et al., 2018; Catzeddu, 2019; Papadimitriou et al, 2019; De Vuyst et
al, 2021). O primeiro, Tipo I, € obtido através da fermentacdo espontanea das
BAL e leveduras presentes na farinha, na agua, nos utensilios e no ambiente. A
sua alimentacdo é feita diariamente através da propagacao, técnica que consiste
em uma reinoculacdo da massa anterior (massa mae) com farinha e agua, até
atingir a estabilizacdo e o amadurecimento das BAL, por volta de uma semana,
quando podera ser utilizada na producdo de fermentados.

Durante os primeiros dias de fermentagdo a microbiota do fermento
natural se modifica em sua composicdo com reducdo de espécies gram-
negativas e aumento das gram-positivas. O amadurecimento do fermento &
marcado, entre as BAL, pela predominancia de lactobacilos heterofermentativos.
A medida em que os processos de propagacdo ocorrem, predominam espécies
que se adaptam melhor as condi¢des desse ecossistema criado (Ventimiglia et
al., 2015; Gobetti et al., 2016; De Vuyst et al, 2021).

O fermento tipo Il foi pensado para o uso industrial e consiste na adicédo
de uma cultura iniciadora, em altas concentracdes, a mistura de farinha e agua,
sem a necessidade da técnica de propagagéo, no intuito de acidificar o meio de
forma rapida e conferir atributos de sabor. Utiliza-se nesse tipo de fermento BAL

isoladas que tenham por caracteristica a tolerancia a pHs mais baixos. A forte
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acidificacdo, no entanto, pode inibir o desenvolvimento das leveduras naturais,
sendo necessario o uso de fermento de padeiro na fase final do processo de
fermentacdo (De Vuyst, 2017; Catzeddu, 2019; Papadimitriou et al, 2019; De
Vuyst et al, 2021).

Figura 01 — Infogréfico Sobre os Tipos de Fermentos Naturais

AR

Lactobacillus

Tipo I — Fermento Natural Tradicional

Tipo II — Cultura Iniciadora de Fermento Natural
Tipo III — Fermento Natural Seco

Tipo IV — Fermento natural Seco Misto

Leveduras

Fonte: Fekri et al (2024), com adaptacdes.

Semelhante ao tipo Il, o fermento Tipo Il recebe a adicdo de uma cultura
iniciadora, no entanto esse fermento natural passa por um processo de
desidratac&o, sendo os mais comuns a liofilizagéo e o spray-drying (Stefanello
et al., 2018; Papadimitriou et al, 2019) por garantirem a viabilidade celular apds
o processo (Albagli et al, 2021; Caglar et al, 2021). Por fim o fermento tipo 1V,
que é caracterizado pela inoculagcdo de uma cultura iniciadora seguida do
processo de propagacéo, sendo uma juncao do tipo Il com o tipo | (Catzeddu,
2019; Papadimitriou et al, 2019). A adicao deliberada de uma cepa especifica
permite direcionar a fermentacdo, garantindo a obtencdo de caracteristicas
sensoriais, tecnoldgicas, funcionais e nutricionais daquele isolado aos produtos
finais da panificagdo (Montemurro et al., 2020).

Os microrganismos encontrados no fermento natural derivam de diversos
fatores, entre eles podemos citar os ingredientes utilizados, os utensilios, a forma
de inoculacéo e as condi¢cbes geograficas (Suo et al., 2020; De Vusyt, 2017, De
Vusyt et al, 2021; Gunduz et al, 2022). Em se tratando das BAL o género
frequentemente observado em seu isolamento € o Lactobacillus, no entanto

pode haver a presenca de outros géneros, como o Pediococcus, Leuconostoc e
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Weissella, comumente citados na literatura (Reale, et al, 2020; Sevqili et al,
2023).

Embora mais de 60 espécies de Lactobacillus tenham sido isoladas e
identificadas em fermentos naturais, apenas uma pequena parte pode ser
considerada especifica deste habitat, como € o caso dos Fructilactobacillus
sanfranciscensis e Companilactobacillus alimentarius. Isso acontece porque
diversas outras espécies, como o0 Lactiplantibacillus plantarum e
Levilactobacillus brevis, por exemplo, sdo encontrados em diferentes matrizes
alimentares (Catzeddu, 2019), ndo sendo exclusivas de fermentos. Esta
capacidade adaptativa em diferentes nichos se da devido a sua diversidade
metabdlica (Mozzi, 2016).

As BAL sédo um grupo heterogéneo de bactérias gram-positivas, catalase-
negativas, nao formadoras de esporos, anaerdbicas (aerotolerantes),
obrigatoriamente fermentativas que desempenham papel importante na
producdo de alimentos fermentados e podem se apresentar morfologicamente
em forma de cocos (esféricas) ou de bacilos (bastonetes) (Mozzi, 2016; Gopal,
2020; De Vuyst et al, 2021). Nao costumam ser patogénicas, com excecao de
algumas espécies pertencentes aos géneros Streptococcus, Enterococcus,
Lactococcus e Carnobacterium. Devido a sua utilizacdo segura em produtos
alimentares e por estar presente em uma diversidade de alimentos as BAL
possuem o status de GRAS (Generally Recognized as Safe) e de qualidade
alimentar (Mozzi, 2016; Gopal, 2020).

Em relacdo ao metabolismo, as BAL podem ser classificadas em dois
grupos a depender da via utilizada para fermentar os carboidratos, sédo eles: i)
homofermentativos, que utilizam a glicose, pela via Embden-Meyerhof, para
produzir lactato como o produto final, a exemplo das espécies Lactobacillus
amylovorus e Comanilactobacillus heilongjiangensis. encontradas na microbiota
do fermento natural; e o grupo ii) heterofermentativos, que utilizam os
carboidratos, principalmente a maltose, pela via do 6-
fosfogluconato/fosfocetolase, para produzir etanol, acetato e didxido de carbono,
além de lactato. As espécies Fructilactobacillus sanfranciscensis e
Levilactobacillus brevis sdo cepas heterofermentativas obrigatérias e

Lactiplantibacillus plantarum e Companilactobacillus alimentarius séo cepas
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heterofermentativas facultativas, comuns ao fermento natural. Este grupo é o
mais adaptado ao ecossistema desse fermento (Mozzi, 2016; Gopal, 2020; De
Vuyst et al, 2021; Pérez-Alvarado et al, 2022).

Esses microrganismos contribuem de forma significativa nos alimentos
fermentados, ndo sé influenciando no desenvolvimento das caracteristicas
sensoriais desejaveis, mas também garantindo sua estabilidade microbioldgica
(Stefanello, 2018). A alta concentracdo de BAL na massa de paes elaborados
com fermento natural, por exemplo, resulta da producéo de acidos organicos que
reduzem significativamente o pH da massa e representa inimeras vantagens
(Papadimitriou et al, 2019). O baixo pH promove a ativacdo de proteases dos
cereais envolvidos, com liberacdo de peptideos que sdo entdo hidrolisados em
aminoacidos pelas peptidases intracelulares das BAL, liberando aminoacidos na
massa, 0s quais contribuem para o aroma do produto, além de conferir melhor
digestibilidade, contribuindo também para uma rede de gliten mais elastica
(Rossel et al, 2016; Catzeddu, 2019). Os topicos seguintes descrevem de forma
mais aprofundada sobre os potenciais tecnolégicos e bioativos das BAL nos

produtos de panificagéo

2.2. BAL: Potencial Tecnolégico e Bioativo Aplicado a Panificacao

As mudancas bioquimicas que acontecem em um péao de fermentacéo
natural devido a acdo enzimatica (enddégenas ou microbianas) influenciam
diretamente em sua qualidade. Essas enzimas sao ativadas devido a acdo das
BAL: a rapida acidificacdo é uma de suas principais caracteristicas tecnolégicas,
resultante do seu metabolismo (Gunduz et al, 2022). Os fatores endégenos e
exdgenos, como o tipo de microrganismo e a temperatura de fermentacao, vao
fazer com que o pH do fermento natural maduro oscile entre 3,5 e 4,4 (Catzeddu,
2019; Reale et al, 2020). Essas alteracdes que ocorrem durante o processo
fermentativo podem ser percebidas sensorialmente na textura e no sabor dos
produtos de panificacdo, mas também de forma indireta no aumento da vida de
prateleira, de volume e melhoria de valor nutricional (Siepmann et al., 2017;
Catzeddu, 2019).

A ativagdo das proteases e amilases como consequéncia da acidificagéo

favorece a maciez e a extensibilidade da massa. O gluten € um complexo
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proteico formado por duas fracdes de proteinas, a gliadina e glutenina,
responsaveis pela viscosidade e elasticidade, respectivamente. A hidrolise
dessas proteinas pela acdo das proteases vai resultar em uma emulsdo mais
estavel, com maior extensibilidade e menor elasticidade (Siepmann et al., 2017),
permitindo a expansdo da massa enquanto retém o diéxido de carbono
produzido na fermentacdo, melhorando o volume e a maciez do pao (Catzeddu,
2019; Papadimitriou et al, 2019; Siepmann et al 2019). A perda de maciez, aroma
e crocancia dos produtos de panificacdo se da devido ao seu envelhecimento,
causado pela retrogradacdo do amido. Nas farinhas integrais, as enzimas
xilanase e endoxilanase retardam essa retrogradacéo (Siepmann et al., 2017).
No mais, a casca mais grossa dos paes preparados com fermento natural
dificulta a evaporacao da agua, garantindo retencéo da umidade.

Algumas BAL, além de alterarem a rede de gluten, produzem
polissacarideos de alto peso molecular, os Exopolissacarideos (EPS). Esses
polimeros influenciam nas caracteristicas reologicas, texturais e sensoriais de
diversos alimentos, atuando na viscosidade, estabilizacdo e emulsificacéo
(Reale et al, 2020). O EPS produzido pelas BAL vai ligar-se a agua disponivel
nesses produtos, evitando que ela seja exsudada, o que impacta principalmente
o retardo do envelhecimento desse produto (Pérez-Alvarado et al, 2022). A
producdo de EPS nado apenas contribui para a textura e reologia das massas
fermentadas, mas contribui diretamente na salde de seus consumidores,
estimulando a producéo de acidos graxos de cadeia curta (SCFAS) através da
fermentacdo dos carboidratos, com potencial para prevenir inflamacdes e
infeccdes intestinais (Gill et al, 2018; Pérez-Alvarado et al, 2022).

Além do envelhecimento outro fator afeta a vida util dos produtos de
panificacdo, a deterioracdo microbiana, por fungos e algumas espécies de
Bacillus (Catzeddu, 2019). Na industria, para se evitar perdas econdmicas, é feito
0 uso de aditivos quimicos para conservar estes alimentos. No entanto, diversos
estudos ja demonstraram a capacidade antifungica das BAL. Entre os
metabdlitos que exercem essa funcgdo, temos: acido latico, acético e férmico,
diéxido de carbono, diacetil, peréxido de hidrogénio, acido caproico, acidos
graxos 3-hidroxi, &cido fenilatico, dipeptideos ciclicos, reuterina e fungicinas,

além das bacteriocinas, que tem como fungcdo matar ou inibir o crescimento de
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bactérias patogénicas ou deteriorantes (Ganzle, 2015; Siepmann et al., 2017;
Catzeddu, 2019; Papadimitriou et al, 2019; Pérez-Alvarado et al, 2022). Estes
compostos permitem que os paes e produtos de panificacdo fermentados néo
necessitem da adicdo de aditivos quimicos como conservantes, ressaltando o
seu potencial de bioatividade.

Estudos recentes tém evidenciado que o fermento natural pode ser uma
fonte rica de compostos bioativos. Estes compostos ndo apenas contribuem para
0 sabor, aroma e textura dos produtos fabricados com fermento natural, mas
também conferem beneficios a salde quando consumidos. A capacidade
metabdlica de BAL de produzir uma ampla gama de compostos bioativos sédo
influenciadas por diversos fatores, incluindo pH, tempo e temperatura da
fermentacao (Pérez-Alvarado et al, 2022). Neste contexto, explorar 0s potenciais
bioativos do fermento natural ndo s6 amplia nosso entendimento sobre 0s
processos fermentativos, mas também abre novas perspectivas para o
desenvolvimento de produtos com propriedades salutares e funcionais
(Papadimitriou et al, 2019).

Dentre os acidos graxos sintetizados pelas BAL estdo o acetato,
propionato e butirato, que possuem propriedades terapéuticas potenciais em
transtornos como depressdo, estresse, autismo, esquizofrenia e ansiedade
(Pacularu-Burada et al, 2020; Pérez-Alvarado et al, 2022). As BAL também agem
em relacdo a biodisponibilidade de minerais essenciais, como o calcio, potassio,
ferro, e zinco, principalmente em pées integrais. As farinhas integrais sao ricas
em acido fitico, um composto antinutricional insolivel presente naturalmente em
cereais, que se liga aos minerais e impede a sua absor¢ao. A ativacéo das fitases
(enzimas que quebram o &cido fitico) pelos acidos organicos da fermentacéo
aumentam a biodisponibilidade desses micronutrientes (Siepmann et al, 2017;
Catzeddu, 2019; De Vuyst et al, 2021).

O indice glicémico (IG) € uma medida que classifica os alimentos com
base em seu potencial para aumentar os niveis de glicose no sangue apos sua
ingestédo. Ele pode ser classificado como baixo, moderado e alto. Arora et al,
(2021) fizeram um levantamento na literatura e os resultados indicam a reducéo
desse indice, de alto para moderado, em pédes fermentados com o fermento

natural. Quando adicionados de fibra dietética (entre 5 a 10%) a diminuicdo é
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mais pronunciada, resultando em um valor glicémico baixo. Rizello et al (2019)
correlacionaram a reducdo do IG com a acidificacdo das BAL nos produtos
fermentados. O pH acido dessas massas aumenta a densidade dos péaes
(Gobbetti et al., 2014; Siepmann et al, 2017), retardando sua absorcao, devido a
formacao de amido resistente (Rizello et al, 2019; Arora et al, 2021).

Em relacéo a digestibilidade, os pées adicionados de fermento natural
apresentam melhores resultados quando comparados aos péaes tradicionais: A
sintese de acidos organicos, especialmente o acido lactico, reduz a
digestibilidade do amido; o &cido acético e o acido propidnico retardam o
esvaziamento gastrico (Siepmann et al, 2017). Outro ponto importante no
consumo de produtos com fermento natural € a diminuicdo da alergenicidade
das farinhas de trigo e centeio (Pacularu-Burada et al, 2020; Pérez-Alvarado et
al, 2022). A atividade proteolitica promove hidrélise da rede de glaten e suas
fracOes proteicas, sendo as responsaveis pelas reaces alérgicas. Além das
alergias, algumas pessoas desenvolvem doenca celiaca, uma intolerancia ao
gliten, através de um mecanismo autoimune, que resulta em inflamacdes e
danos a mucosa do intestino delgado (Di Cagno et al., 2010). Ensaios clinicos,
realizados por Di Cagno et al., (2010); Greco et al., (2011) e Mandile et al.,
(2017), demonstraram que a protedlise realizada pelas BAL, de forma
controlada, degrada totalmente esses complexos proteicos, tornando seguro o
consumo destes produtos por pacientes celiacos sendo uma alternativa glaten
free.

Uma caracteristica comum na origem de muitas doencas inflamatorias
cronicas é o desenvolvimento do estresse oxidativo, que esta relacionado a
geracdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) (Galli et al, 2018). Os
antioxidantes presentes nos alimentos desempenham papel importante na
neutralizacdo dessas EROs. Pesquisas revelaram que as BAL presentes em
produtos fermentados tém a capacidade de gerar peptideos bioativos, que sao
fragmentos proteicos, com propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias (Galli
et al, 2018; Luti et al, 2020). Os peptideos resultantes da fermentacéo de cereais
possuem uma relevancia potencial significativa, uma vez que sdo elementos
essenciais na dieta diaria de varias culturas ao redor do mundo (Luti et al, 2020).

A acidificacdo decorrente dos acidos orgéanicos tem a capacidade de aumentar
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a extracdo do fenol, do mesmo modo que consegue promover a hidrolise de
formas fendlicas complexas, influenciando o perfil fendlico de uma matriz
alimentar e sua capacidade antioxidante (Sidari et al, 2020). Por serem
antioxidantes os compostos fendlicos possuem, consequentemente,

propriedades anticancerigenas (Calinoiu e Vodnar, 2018).

2.3. Fatores Ambientais

A literatura (Pontonio et al., 2015; Liu et al, 2018; Suo et al., 2020; Gunduz
et al, 2022) tem descrito que, além da influéncia da microbiota presente nos
ingredientes e também nos utensilios das padarias, a localizacdo geogréfica
contribui com a diversidade de microrganismos encontrados nas massas
fermentadas. Ha predominancia de diferentes espécies de LAB em diferentes
paises e regides ao redor do mundo (De Vuyst, 2017; Comasio et al, 2020).

No entanto, ndo é consenso entre os pesquisadores de que essas
diferencas geogréficas sejam determinantes na microbiota do fermento natural.
Landis et al., (2021) fizeram um extenso trabalho de identificacdo da comunidade
inicial de fermentos naturais e concluiram que a microbiota destes depende mais
de como ele é produzido e de sua propagacédo do que, necessariamente, de sua
localizacéo. Ja Comasio et al (2020) creditam aos produtores dos fermentos e a
microbiota doméstica a diversidades das espécies encontradas.

Sabemos que a temperatura regula a microbiota, por isto € importante
conhecer os fatores ambientais da producio destes fermentos. E preciso
ressaltar que nos extensos trabalhos citados acima, nenhum deles observaram
o comportamento de cepas na América do Sul. No Brasil, especificamente no
estado da Paraiba, ndo existem estudos sobre a microbiota dos fermentos
naturais em suas diferentes regides climéticas, havendo a necessidade de
desenvolver pesquisas sobre essa tematica.

Localizado na parte oriental do Nordeste, a Paraiba faz divisa com o Rio
Grande do Norte, ao Norte; Pernambuco, ao Sul; Ceara, a Oeste e, com 0
Oceano Atlantico, ao leste. Em sua extensdo o estado da Paraiba tem
caracteristicas distintas e € dividida em 4 ecossistemas ou zonas naturais de
paisagens: Planicies litoraneas (ou Terras baixas), Floresta, Areas de Transicdo

e Caatinga (Figura 02) (Francisco e Santos, 2017).
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Figura 02. Zonas Naturais de Paisagem da Paraiba

Fonte: Paraiba, 2020.

Quanto ao regime de chuvas, existem dois, de fevereiro a maio nas Areas
de Transicdo e Caatinga e de abril a julho nas Zonas de Planicies Litoraneas e
Florestas. Em relacdo ao clima o estado se divide em trés grupos climaticos:
umido, subumido e semiarido, distribuidos pelas Zonas Naturais. As
temperaturas médias variam entre 22°C na Floresta e Areas de Transicdo e 28°C
nas Planicies Litoraneas e Caatinga, influenciados pelas altas e baixas altitudes,
respectivamente (Francisco e Santos, 2017).

Os meses de junho, julho e agosto sdo os que possuem a temperatura
mais amena e contrastam com os meses de outubro, novembro e dezembro,
considerados quentes em todo o estado. Estes Ultimos se caracterizam pelos
menores indices pluviométricos, representando o periodo mais seco da regido
(Governo da Paraiba, 2008; AESA, 2016; Francisco e Santos, 2017).
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Este capitulo apresenta os materiais e os procedimentos metodoldgicos

utilizados para a realizacao da pesquisa. A sequéncia das atividades realizadas

esta demonstrada no fluxograma a seguir (Figura 03).

Figura 03. Fluxograma dos procedimentos metodolégicos apresentados na

pesquisa.

Levantamento de
padarias e coleta dos

Isolamento e pré-

Coloragao de gram e
avaliagdo de

Identificagdo dos
isolados de BAL por

e de selecio;

Principais (PCA);

identificagao das co
fermentos naturais; BAL; at:;'g?:::e MaldiTOF;
s Selegdo das Produgao do
Testes tecnoldgicos C‘;r:"gsedn‘::s melhores cepas para fermento natural com
p as culturas

paes de fermentacao
natural;

selecionadas;

[

Caracterizagao

Caracterizagao IR
fisico-quimica do Bioatividade do |

. tecnoloégica do
fermento; fermento;

fermento.

Fonte: Autoria prépria (2024).

3.1. Materiais

Com o objetivo de identificar a microbiota dos fermentos naturais e
observar se o clima interfere em sua composic¢éao, foi realizado um levantamento
de padarias artesanais que trabalham com fermentacdo natural, nas diferentes
regides climaticas da Paraiba. O estado € dividido em trés grupos climéaticos,
umido, subumido e semiéarido, distribuidos pelas suas zonas naturais, com
temperaturas meédias variando entre 22 °C e 28°C (Francisco e Santos, 2017).
Deste modo, foram selecionados estabelecimentos em trés municipios,
pertencentes a essas regides.

Foram identificadas 4 (quatro) padarias artesanais, duas delas localizadas
na capital do estado, a cidade de Jodo Pessoa, referente ao clima umido. Uma

no municipio de Soléanea, na regido subumida e, a ultima, em Cajazeiras,
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localizada na regido semiarida. As cidades estao dispostas na Figura 4. Embora
a fermentacdo natural seja um processo biotecnolégico ancestral, a sua
manutencdo € complexa (Catzeddu, 2019), requer tempo, altos custos e
trabalhadores especializados. Por este motivo, esses estabelecimentos no
estado da Paraiba ainda sdo escassos.

As coletas das amostras ocorreram durante os meses de novembro e
dezembro, que apresentam os menores indices pluviométricos, considerado o
periodo mais seco do estado (Francisco e Santos, 2017). Aproximadamente
100g de fermento ativo foram coletados (em duplicata) em cada municipio, em
embalagens plésticas transparentes. Os fermentos acondicionados em caixas
isotérmicas com gelo foram transportados para o Laboratério de Microbiologia
de Alimentos do Centro de Tecnologia e Desenvolvimento Regional (CTDR) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

Figura 4. Coleta dos Fermentos Naturais: Mapa das cidades da Paraiba e as
suas respectivas Regides Climaticas.
Fonte: Governo da Paraiba (2008), adaptado.
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3.2. Locais de Execucéo
As analises microbioldgicas e de potencial tecnolégico foram realizadas
nos Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Centro de Tecnologia e
Desenvolvimento Regional (CTDR) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).
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As analises fisico-quimicas e de bioatividade foram realizadas no Laboratoério de
Andlises Fisico-quimicas do CTDR/UFPB. A identificagdo dos isolados por
espectrometria de massa MALDI-TOF foi realizada no Laboratério Multiusuario
vinculado ao Centro de Ciéncias da Saude (CCS), da UFPB. O perfil de fendlicos
e a determinacao de acucares e acidos organicos foi realizada no Laboratorio de
Andlise de Aguas e Bebida, do Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA)

do Instituto Federal do Sertdo de Pernambuco (IFSertaoPE).

3.3. Isolamento e Pré-Identificacdo

A metodologia adotada foi proposta por Garcia et al. (2016) para
isolamento de BAL. A principio 25g gramas das amostras coletadas foram
pesadas e diluidas em 225 mL de agua peptonada (0,01% v/v) estéril, seguidas
de diluicdo seriada (10! a 107°). Pelo método de spread plate, aliquotas foram
inoculadas em placas de Petri contendo agar De Man, Rogosa and Shape (MRS)
(HiMedia, Mumbai, India) para o isolamento de BAL e agar YPD (0,5% de extrato
de levedura, 0,5% de peptona e 2% de glicose) para o isolamento de leveduras.
As placas foram incubadas em estufa bacteriol6gica (ACB 80 labor, Americanas,
Brasil) a 37+ 5 °C e 25+ 5 °C, respectivamente.

As placas foram avaliadas quanto as morfologias das coldnias presentes.
Cinco a dez colbénias de cada morfologia foram coletadas e isoladas no meio de
cultura correspondente ao original. Apos o isolamento, as colénias foram
incubadas sob as mesmas condi¢cbes ja descritas para BAL e leveduras.
Posteriormente, as amostras foram submetidas aos testes fenotipicos de pré-
identificacdo. Cada isolado foi submetido ao teste de coloracdo de gram e
avaliagcdo da atividade de catalase, conforme descrito por Garcia et al. (2016).
As cepas de BAL pré-identificadas como gram-positivas e catalase negativas em
formato de cocos, cocobacilos e/ou bacilos foram selecionadas. Os isolados de
BAL foram mantidos a -18 + 5°C, em criotubos com caldo MRS, adicionados de

20% (v/v) de solucéo de glicerol (Dinamica, Indaiatuba, Brasil) a 80% (v/v).

3.4. Identificacdo dos Isolados pela técnica de MALDI-TOF — “MATRIX
ASSISTED LASER DESORPTION IONIZATION — TIME OF FLIGHT”

A partir dos testes fenotipicos de pré-identificacdo das bactérias os
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isolados foram mantidos sob temperatura de congelamento (-18 £ 5 °C), em
criotubos com caldo MRS (HiMedia, Mumbai, India) adicionados de 20% (v/v)
de solucdo de glicerol (Dindmica, Indaiatuba, Brasil), e devidamente
identificados (Sevgili et al., 2023). Os isolados foram submetidos a identificacéo
por meio da técnica de MALDI-TOF, seguindo a metodologia adaptada por
Freiwald e Sauer (2009).

A partir de cada criotubo de isolados das bactérias uma aliquota de
cerca de 10 pL foi coletada e inoculada em caldo MRS, incubados a 37 °C (+ 5
°C) por 48 horas e, posteriormente, 100 pL do caldo foi inoculado em placa
contendo agar MRS seguindo-se de incubacédo a 37 °C (x 5 °C) por 48 horas.
Para o emprego da técnica, com o auxilio de um palito de dente, foi coletada
uma peguena aliquota de biomassa fresca de colbnia isolada e, em seguida, a
biomassa foi transferida para um poc¢o da placa de a¢o inox do equipamento.
Apés transferéncia de cada amostra, foi adicionado em cada poco 1 pL de
solucéo de acido formico. ApOs a secagem das amostras na placa, adicionou-
se em cada poco 1 pL de solucdo de acido alfa-ciano-4- hidroxicinamico em
mistura de acetonitrila:dgua:acido trifluoroacético (1:1:1) (TFA) (10 mg/mL;
Brucker Daltonics, Bremen, Alemanha).

A analise das amostras foi realizada em espectrémetro de massa
MALDI-TOF Bruker Biotyper 4.1. O equipamento foi previamente calibrado
usando padréao Bruker BTS (Bruker Bacterial Test Standard). Os espectros de
massa obtidos apds andlise foram processados usando software MALDI
Biotyper TM 4.1 (Bruker Biotyper 4.1, Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha).
Os resultados foram expressos pela identificacdo de log BioTyper
(pontuacgdes), indicando a similaridade do perfil de espectro de massa MALDI-
TOF desconhecido para as entradas do banco de dados disponiveis. Na
analise dos resultados, valores de Log BioTyper (score) superior a 2,0
indicavam identificacdo de alta probabilidade de confirmacdo de espécies;
valores de Log BioTyper (score) entre 1,7 e 1,99 indicavam apenas em
provavel identificacdo de género. Valores de Log BioTyper (score) menores ou
iguais 1,69 indicavam perfil ndo identificado quando comparado com as
entradas do banco de dados. Os espectros de identificacdo gerados foram

automaticamente comparados com a biblioteca de referéncia do software
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MALDI Biotyper TM 4.1 (Bruker Biotyper 3.1, Bruker Daltonics, Bremen,

Alemanha).

3.5. Manutencao dos Isolados e Ativacdo das Cepas

As cepas pré-identificadas foram selecionadas e mantidas em caldo MRS
suplementado com 200uL de solugéo de glicerol (Dinédmica, Indaiatuba, Brasil) a
80% (v/v) sob congelamento (-18+5 °C). A cada necessidade de utilizacdo uma
aliquota de 100puL foi tomada dos respectivos criotubos contendo as amostras,
posteriormente foram inoculadas em 5mL de caldo Man, Rogosa e Sharpe
(MRS) e incubadas a 37°+ 5 °C até formacao visivel de biomassa (Garcia et al,
2016; 2018).

3.6. Testes Tecnoldgicos e de Selecédo de Cepas

3.6.1. Acidificacdo e Crescimento

As cepas de BAL foram cultivadas em caldo MRS com pH ajustado (6,8)
por 48h a 35+ 5 °C. Os pellets foram colhidos por centrifugacao e lavados duas
vezes em NaCl estéril, depois foram inoculados em caldo MRS com a
concentracéo final de 6 - 7 logUFC/mL. Os valores de pH e densidade Optica
(ODsgsnm)  foram  medidos usando pHmetro e  espectrofotdmetro,
respectivamente, nos tempos 0, 2, 4, 6 e 18h. As cepas continuaram incubadas
na temperatura supracitada nos intervalos entre os tempos (Reale et al, 2020),
com adaptacfes. Para todos os tratamentos, os resultados foram expressos
como a diferenca entre a ODsgsnm no tempo 2, 4, 6 e 18h subtraido do tempo
zero (0).

3.6.2. Producédo de exopolissacarideo (EPS)

Para avaliar a producao de EPS, utilizou-se a metodologia descrita por
Rodrigues et al (2021), com adaptacbes. Os isolados foram cultivados
anaerobicamente em caldo MRS suplementado com glicose durante 72h a 37+
5°C. As culturas foram lavadas em solucéo salina estéril tamponada com fosfato
(PBS) por meio de centrifugacdo. Apos a centrifugagdo 1ml do sobrenadante foi
adicionado a 2ml de etanol (95%) e mantido sob refrigeracao por 24h para induzir

a precipitacdo do EPS. Os precipitados foram colhidos por centrifugacéo e em
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seguida lavados com 4gua destilada estéril. Os granulos foram secos a 55+ 5°C
até obter peso constante. A quantidade de EPS produzido foi determinada

medindo o0 peso seco, sendo expresso em mg/L.

3.6.3. Atividade proteolitica

Na avaliacdo da atividade proteolitica os isolados foram cultivados
anaerobicamente em caldo MRS por 24h a 37+ 5°C. Uma aliquota de cada
cultura foi incubada em placas de Petri, por micro-gotas, contendo agar MRS
suplementado com leite desnatado sem lactose. Em seguida as placas foram
incubadas sob as mesmas condi¢fes ja citadas por 48h. Terminado o periodo
de incubacéo as placas foram lavadas com HCI e a presenca de uma zona clara
(Figura 3) ao redor das col6nias indicaram a atividade proteolitica (Domingos-
Lopes et al., 2017).

3.6.4. Testes de Tolerancia a diferentes concentracdes de Acido, Sal, Sacarose
e Etanol

A metodologia utilizada na pesquisa foi descrita por Reale et al (2020),
com modificagdes. As BAL foram cultivadas em caldo MRS com o pH ajustado
a 6,5 por 24h a 35+ 5°C. Os pellets foram colhidos por centrifugacdo (7.000 x g
por 15 min) e lavados duas vezes em solugéo salina tamponada (PBS pH 7,0),
depois foram padronizados em ODsgsnm = 0,6 e inoculados (10% v/v) em 1,8mL
de caldo MRS, devidamente modificado para atingir as seguintes condi¢des de
estresse: tratamento acido, em caldo MRS pH 3,5, 4,5, e 6,5; tratamento com
cloreto de sddio, em caldo MRS pH 6,5 com 2, 4 e 6% (p/v) de NaCl; tratamento
com sacarose, em caldo MRS pH 6,5 com 20 e 30% (p/v) de sacarose;
tratamento com etanol, em caldo MRS pH 6,5 com 2,0; 4,0 e 6,0% (v/v) de etanol.
As amostras foram incubadas por 24h, a 35+ 5°C sob anaerobiose. A densidade
optica (ODsgsnm) foi medida usando espectrofotdbmetro no tempo 0, 6 e 24h de
incubacédo. Para todos os tratamentos, os resultados foram expressos como a

diferenca entre a ODs9snm N0 tempo 6 ou 24h subtraido do tempo zero (0).
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3.7. Elaboracdo Dos Fermentos Naturais

Com base nos resultados dos testes descritos no item 3.6, foi realizada
uma PCA (descrita no item 3.9) para a selecao das cepas que seriam aplicadas
nesta etapa.

A elaboracao do fermento foi realizada seguindo protocolo descrito por
Minervini et al., (2010). Para o preparo dos in6culos as cepas selecionadas de
BAL (Lactiplantibacillus plantarum 47 e Levilactobacillus brevis 83) foram
inoculadas em caldo MRS e incubadas a 37+ 5°C até a fase exponencial.
Posteriormente as células foram centrifugadas a 5500 x g / 4°C / 10 minutos,
lavadas duas vezes com 10 ml de tampéo PBS (pH 7,2) e ressuspendidas em
10ml de solucéo salina (0,1%) estéril.

Para a producéo dos fermentos naturais foi utilizado 100g de farinha de
trigo tipo 1 (Finna. Lote: 102023), 50 ml de 4gua potavel e 10ml das culturas
isoladas de BAL ressuspendidas. Demonstrada na Figura 5. Os ingredientes
foram adicionados em um bécker estéril, e os fermentos foram misturados com
o auxilio de bastdes de vidro estéreis até ficarem homogéneos. Imediatamente
apos o preparo dos fermentos (Tempo 0), as amostras foram incubadas em
B.O.D. (30% 5°C) até o horario das analises subsequentes.

Figura 5 — Producéo dos Fermentos Naturais

Fermento LP 47

Fermento LB 83

Fonte: Autoria propria (2024)
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3.8. Estudo das Caracteristicas Fisico-Quimicas, Microbiologicas, Bioativas e
Tecnol6gicas dos Fermentos Naturais Inoculados com Lactiplantibacillus
plantarum 47 e Levilactobacillus brevis 83

ApoOs a elaboracdo do fermento natural inoculados (ou néo) da cultura
iniciadora foram realizadas as analises fisico-quimicas das amostras. As
andlises de pH e acidez titulavel total foram realizadas nos tempos 0, 2, 4, 6, 8 e
24h, para observar o comportamento do fermento ao longo dos tempos. As
analises de perfil de fendlicos e atividade antioxidante foram realizadas nos
tempos 0, 8 e 24h.

3.8.1. pH e Acidez Titulavel Total

O pH foi medido utilizando-se potencidmetro acoplado a um eletrodo de
vidro em triplicata (Modelo Q400AS, Quimis, Diadema, Sao Paulo, Brasil). A
acidez titulavel total (g/100 g) foi medida por titulagdo com NaOH 0,1 N e solucéo
de fenoftaleina como indicador (AOAC, 2016), em intervalos de 0, 2, 4, 6,8 e 24

horas.

3.8.2. Quantificacéo e Perfil de Fendlicos

Foi preparado um extrato etandlico de 100 g/kg de massa fermentada para
as analises de quantificacdo e perfil de fendlicos. A metodologia dos extratos e
da quantificacéo foi descrita por Fang et al (2023). Para a quantificagdo, 0,5mL
do extrato foi colocado em um baldo volumétrico de 10mL; depois foi adicionado
ao baldo 1mL de Folin - agente cromogénico fenol, 2 mL de solu¢cédo de Na2COs
a 15% e o volume foi fixo para 10 mL com agua destilada. A mistura reagiu em
temperatura ambiente por 2h. O valor foi da absorbancia foi determinado a
ODv7esnm. As leituras das amostras aconteceram nos tempos 0, 8 e 24h. Foi
construida uma curva padrdo com solugéo padréo de &cido gélico e uma mistura
de agua e reagente foi utilizada como branco. Os resultados foram expressos
em: Equivalente de Acido Galico (GAE) por g de amostra.

O perfil de compostos fendlicos foi determinado por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC), seguindo a metodologia descrita por Lima et al. (2024).
Utilizou-se um cromatografo liquido Agilent 1260 (Santa Clara, EUA), equipado

com uma bomba de solvente quaternario e desgaseificacdo em linha (modelo
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G1311C), compartimento termostatizado para colunas (modelo G1316A),
amostrador automatico (modelo G1329B) e Detector de Arranjo de Diodos (DAD,
modelo G1315D). A coleta e o processamento dos dados foram realizados por
meio do software OpenLAB CDS ChemsStation Edition (Agilent Technologies,
Santa Clara, EUA). Para a analise, foi empregada uma coluna ultrarrapida
Eclipse Plus RRHT RP-C18 (50 x 4,6 mm, 1,8 um; Zorbax, SC, EUA). A fase
movel consistiu em uma solucdo de acido fosforico a 0,5% v/v (solvente A) e
metanol acidificado com 0,5% v/v de acido fosforico (solvente B). Os compostos
foram identificados e quantificados por meio da comparagcdo com padrdes
externos, utilizando tempo de retencéo, curvas de calibracdo e similaridade

espectral.

3.8.3. Atividade Antioxidante

Foi preparado um extrato etandlico de 100 g/kg de massa fermentada
para as analises de atividade antioxidante. A metodologia foi descrita por Fang
et al (2023), com adaptacdes. 0,1mL do extrato foi misturado com 3,9mL de
solucdo de trabalho ABTS+, a mistura ficou sem o contato com a luz por 10
minutos, em seguida foi determinada a absorbancia um espectrofotometro
(Eppenddorf BioSpectrometer basic) com leitura da densidade Optica em
ODv7zanm. As leituras das amostras aconteceram nos tempos 0, 8 e 24h. Uma
mistura de etanol a 15% e reagente foi utilizado como branco. Foi construida a
curva padrdo com solugcao padrao Trolox. Os resultados foram expressos em:

Equivalente de Trolox por g de amostra.

3.8.4. Viabilidade das BAL

Foram realizadas avaliagdes das amostras de fermento para determinar
a contagem de células viaveis de BAL em intervalos de 0, 2, 4, 6, 8 e 24 horas.
Para cada analise, 3g da amostra foram diluidas em 30mL de solugéo de agua
peptonada 0,1% (p/v) e diluidas serialmente (1:9, v/v) no mesmo diluente (102 -
10%). Aliquotas de 20uL de cada diluicdo seriada foram inoculadas (usando o
método de microgota) (Liu et al., 2018) em placas contendo agar MRS e
incubadas a 37+ 5 °C por 48 h. Apés o periodo de incubacao, as células viaveis

de BAL foram enumeradas e os resultados foram expressos como log UFC/g.
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3.8.5. Perfil de Acidos Orgéanicos e Aglicares

Maltose, sacarose, glicose, frutose, etanol, acido lactico e acético, glicerol
e manitol foram determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
composto por um detector de indice de refracdo. As andlises foram descritas por
Paramithiotis et al, (2006) e Gunduz et al, (2023), com adaptacdes. 10g de
amostra foram homogeneizadas com 90mL de tampé&o fosfato (25mM e pH 5,6)
e centrifugada a 12.000rpm por 10 minutos a 4+ 5 °C. 1mL do sobrenadante foi
misturado com 50uL de &cido perclorico (70% v/v) a 30+ 5 °C e mantido sob
refrigeracdo (4°C) por 24h. Os aglomerados de proteinas foram removidos por
centrifugacéo (5000rpm, 60 min) a 4+ 5°C. O sobrenadante foi filtrado através de
um filtro de seringa de 0,45um. 10uL do sobrenadante foi injetado em uma
coluna Agilent Hi-Plex H (7,7 x 300 mm, 8 ym, Santa Clara, EUA) conectado a
um detector de indice de refracdo. A eluicéo foi realizada a 35+ 5°C com H2SO4

a 5mM a uma vazao de 0,5 ml/min.

3.8.6. Aumento de Volume e Geracao de CO2 durante a Fermentacao.

A fermentacdo da massa foi acompanhada através da determinacédo do
aumento de volume e formacdo de CO2. A metodologia foi descrita por Alfonzo
et al, (2021) com adaptacBes. Para a analise de volume, as massas foram
boleadas e acomodadas em provetas, tampadas, para evitar que ficassem
ressecadas. As amostras foram incubadas a temperatura de 35+ 5 °C e as
medi¢cdes do volume foram observadas nos tempos 0, 2, 4, 6, 8 e 24 horas,
durante a fermentacdo. O desenvolvimento de CO: foi estimado indiretamente
medindo a perda de peso antes e depois da fermentacdo e expresso em g de
CO2 nos tempos acima citados.

3.8.7. Propriedades Reoldogicas dos Fermentos Inoculados com
Lactiplantibacillus plantarum 47 e Levilactobacillus brevis 83

Para a realizacao das analises, foi utilizado um reébmetro MARS IIl Haake
(Karlsruhe, Alemanha), contendo um sistema de placas paralelas lisas de aco
inox com diametro de 3,5 cm (T35TIL) e uma distancia entre as placas (“gap”)

de 1 mm, em temperatura de 30 °C. Os experimentos foram realizados em
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triplicata apds 8h e 24 de fermentagdo. A fim de determinar a regido de
viscoelasticidade linear, realizou-se um escaneamento de tenséo (1-100 Pa) na
frequéncia de 1 Hz. Posteriormente, espectros mecanicos foram obtidos através
de varreduras de frequéncia entre 0,1 e 10 Hz, mantendo-se a tenséo fixa dentro
do intervalo linear de viscoelasticidade (Amaral et al., 2022).

O modulo complexo (G*) e a tangente de delta, foram calculados

utilizando, respectivamente as Equacdes (1) e (2).
G* = V(6% + (6M? (1)

-
Tan(8) = &5 @

A média e o desvio padrao dos valores dos médulos elastico e viscoso
foram graficados, enquanto a média e o desvio dos valores do médulo complexo
e tangente de delta, na frequéncia de 1 Hz foram tabulados e analisados

estatisticamente.

3.8.8. Textura Instrumental

Os testes de perfil de textura foram realizados ap6s 8 e 24h de
fermentacdo, em triplicata, seguindo a metodologia descrita por Amaral et al
(2022). Dois parametros foram analisados, a dureza e a adesividade, sob
medidas de compressdo. Para tal, foi utilizado um texturébmetro (Texture
Analyzer CT3 - Brookfield Engineering Labs, Middleboro, EUA), equipado com
uma geometria cilindrica acrilica (TA10) com 12,5 mm de didametro. Os
resultados foram obtidos pelo programa proprio do equipamento (Texture Expert
for Windows, versao 1.19). As amostras foram comprimidas em dois ciclos, com

deformacéo de 50%, velocidade de teste de 1 mm/s.

3.9. Analises Estatisticas
Todos os ensaios serdao realizados em triplicata apresentando média e

desvio padréo. A andlise estatistica seré realizada para determinar diferencas
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significativas (p <0,05) utilizando a Andlise de Variancia (ANOVA) seguido pelo
teste Tukey. Para o célculo dos dados, sera utilizado o software Jamovi versao
2.3.28. O conjunto de dados obtidos com os testes de selecéo e tolerancia foram
avaliados e categorizados pela Analise de Componentes Principais (PCA), que
separa 0s grupos em quartis. Estes indicaram quais as cepas que apresentaram
as melhores caracteristicas tecnoldgicas e de tolerancia para a producao de um

fermento natural adaptado.
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4. RESULTADOS

4.1. Isolamento e Pré-Identificacéao

Cerca de 129 isolados foram obtidos a partir das amostras de fermento
coletadas no Estado da Paraiba, dos quais 24 destes foram caracterizados como
bactérias gram-positiva, catalase negativa apresentando morfologia de cocos,
bacilos e coco-bacilos. Estas caracteristicas, tipicas das bactérias acido lacticas
(Gopal et al, 2020; De Vuyst et al, 2021; Sevgilii et al, 2023), foram utilizadas
inicialmente como forma de selecionar esse grupo bacteriano.

Nos fermentos naturais maduros ha a predominancia das BAL em relacéo
as leveduras (Pérez-Alvarado et al, 2022; Fu et al, 2024; Sanmartin et al, 2024),
devido as condicBes adversas e estressantes do meio (Fekri et al, 2024).
Destacam-se as seguintes espécies: Lactiplantibacillus plantarum,
Levilactobacillus brevis, Lactiplantibacillus pentosus e Companilactobacillus

paralimentarius (De Vuyst et al, 2017; Arora et al, 2021).

4.2. Identificagcdo dos Isolados por Espectrometria de Massa (MALDI-TOF-
MATRIX ASSISTED LASER DESORPTION IONIZATION — TIME OF FLIGHT)
Foram identificadas 24 BAL através da espectrometria de massa. 12 delas
foram provenientes da cidade de Jo&o Pessoa, 6 da cidade de Solanea e 6 da
cidade de Cajazeiras, representando os climas Umidos, subumidos e semiaridos,
respectivamente. As identificacdes podem ser observadas na Tabela 01, a

sequir.

Tabela 01. Identificacdo de BAL de diferentes regifes climéticas da Paraiba
por espectrometria de massa MALDI-TOF

Fermento N° Total dos Identificagéo N° Isolados
Isolados Identificados
JP-U 12 Lactiplantibacillus plantarum 5
Companilactobacillus 7
paralimentarius
SL-SU 6 Lactiplantibacillus plantarum 4
Levilactobacillus brevis 2
CJ-SA 6 Lactiplantibacillus plantarum 3
Companilactobacillus 1

paralimentarius
Levilactobacillus brevis 2
JP-U: Jodo Pessoa (Umida); SL — SU: Solanea (Subimida); CJ-SA: Cajazeiras (Seminarida).
Fonte: Dados da pesquisa (2024).
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A microbiota do fermento natural € um ecossistema complexo e dindmico,
cuja composicdo e funcionalidade sao fortemente influenciadas por fatores
exdgenos (Gunduz et al, 2022; Pérez-Alvarado et al, 2022). Ao observar a
identificacdo dos isolados percebe-se trés grupos microbianos distintos em cada
regido climatica, com a presenca de Lactiplantibacillus plantarum em todos eles.
Companilactobacillus paralimentarius predominou na regido Umida e
Lactiplantibacillus plantarum nas demais. De Vuyst et al (2017) e Comasio et al
(2020) relataram que o consorcio restrito de microrganismos em um uUnico
fermento é comum, especialmente em fermentos maduros, devido a alta
competitividade entre as bactérias, o que explica a pouca variedade destas.

Landis et al (2021), ao investigar 500 fermentos naturais, encontraram
Lactiplantibacillus plantarum e Levilactobacillus brevis como o grupo coexistente
mais frequente. Comasio et al (2020) identificaram cepas de 17 fermentos
naturais de diferentes paises, dentre as BAL, Fructilactobacillus sanfranciscensis
foi a cepa dominante nos fermentos franceses e estadunidenses,
Lacticaseibacillus paracasei nos britanicos e Companilactobacillus
paralimentarius e Levilactobacillus brevis, em consorcio, nos belgas. Dos 73
isolados identificados por Reale et al (2020), em fermentos italianos,
Lactiplantibacillus plantarum apareceu em maior incidéncia, seguido de
Furfurilactobacillus rossiae. Estes estudos demonstram que, apesar do
mutualismo existentes entre as espécies, hdo sS40 0S mesmos grupos que
dominam as diversas regides do Globo.

Para além da localizacdo geogréfica, De Vuyst et al (2017) acreditam que
as variacbes metodoldgicas de isolamento e identificacdo impactam nas
interpretacdes sobre a microbiota dos fermentos naturais. Do mesmo modo,
Landis et al (2021) chegaram a conclusdo de que o mutualismo, a forma de
producdo e o cultivo desses fermentos sdo os responsaveis pela diversidade
microbioldgica. Para Ganzle e Ripari (2016) essa diversidade advém de fatores
relacionados as matérias-primas, condi¢coes de processo ou praticas locais.

A temperatura € outro fator limitante, por exemplo, Lactiplantibacillus
plantarum n&o costumam ser encontrados em temperaturas inferiores a 30 °C, o
oposto acontece com Fructilactobacillus sanfranciscensis (De Vuyst et al, 2017).

Menezes et al (2020) propagaram o mesmo fermento em temperaturas distintas
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e encontraram variedade na microbiota. Outra caracteristica dos fermentos é a
mudan¢ca ao longo do tempo: os jovens tendem a ser dominados por
Lactiplantibacillus plantarum e Levilactobacillus brevis enquanto nos maduros
predominam a presenca de Fructilactobacillus sanfranciscensis (Landis et al,
2021) em circunstancias ambientais adequadas (De Vuyst et al, 2017).

Diante do que foi exposto € possivel perceber a complexidade que
envolve os fermentos naturais, 0 seu consorcio de microrganismos e a
manutencdo destes. Portanto, é importante conhecer as cepas que melhor se
adaptam a regido estudada para o desenvolvimento de um iniciadora de
fermento natural, com caracteristicas desejaveis e controladas. Este
direcionamento inicial € imprescindivel quando se pensa na producdo em escala
industrial e na padronizacdo do produto final. Nos préximos topicos serdo
apresentados os resultados de testes tecnologicos e de tolerancia das 24 cepas
isoladas e identificadas, para a selecdo de culturas iniciadoras de fermento

natural tipo II.

4.3. Testes Tecnoldgicos e de Selecao

Foram realizados testes tecnolégicos e de selecdo para avaliar a
capacidade de acidificacdo e crescimento de cada cepa em diferentes tempos
de fermentacdo, producdo de EPS e atividade proteolitica. Os resultados
completos das andlises estédo dispostos na Tabela 02 do Apéndice A.

No inicio do teste, as amostras apresentavam pH em torno de 7,00.
Durante o periodo observado (0, 2, 4, 6 e 18 horas), esses valores variaram de
7,94+0,01 a 4,00+0,01. Das 24 cepas analisadas, apos 18 horas de fermentacéo,
19 cepas apresentaram pH entre 4 e 5, e cerca de 13 foram capazes de manter
pH < 4,5. Dentre estas, destacam-se C. paralimentarius 55 e L. plantarum 113,
nas quais o pH foi de 4 nesse periodo.

Na avaliacdo do crescimento em caldo MRS (ODsgs) durante 18 horas de
fermentacdo, as cepas partiram de ODsgs = O (padronizagdo definida no
espectrofotometro) até 3,74+0,04. Apos 6 horas, L. brevis 83 e L. plantarum 113
apresentaram valores de ODsgs iguais a 2,51 e 2,48, respectivamente. Uma
densidade Optica superior a 0,6 nas primeiras 8 horas de fermentacdo é

desejavel para cepas que se pretende utilizar como cultura iniciadora em
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fermento natural (Reale et al., 2020). Deste modo, das 24 cepas analisadas, 17
apresentaram essa propriedade.

O réapido crescimento das BAL e a consequente acidificacdo da massa
sdo importantes caracteristicas tecnoldgicas, principalmente em escala
industrial, pois aceleram a fermentagdo e proporcionam atributos artesanais
desejaveis aos produtos em um menor espa¢co de tempo (Arora et al, 2021;
Gunduz et al, 2022).

Em relacdo a capacidade de sintese de EPS, todas as cepas foram
capazes de produzir esse exopolissacarideo, com valores variando de 0,1 a 5,7
mg/L. L. plantarum 27, 48, 124 e C. paralimentarius 122 alcangaram 0os menores
valores, com 0,1 mg/L. C. paralimentarius 39 e 34 produziram 0S maiores
valores, com 57 mg/L e 4,7 mg/L, respectivamente. Nos produtos de
panificacdo, a presenca de EPS esta diretamente associada a melhorias nas
caracteristicas tecnoldgicas e funcionais, como estabilidade da massa, textura e
volume do pao (Abedfar et al., 2020; Reale et al., 2020; Zhang et al., 2023). E,
por ultimo, todos os isolados apresentaram atividade proteolitica, que contribui
para a qualidade geral das massas de fermento natural (Fu et al, 2024), liberando
aminoé&cidos como precursores de aroma e sabor (Catzeddu, 2019), e permitindo
maior extensibilidade e volume nos pées (Santos et al, 2024).

A partir dos resultados acima descritos, foi realizada a Analise dos
Componentes Principais (PCA), que consiste em combinar os dados obtidos
para ordena-los de acordo com as caracteristicas desejaveis ao produto,
demonstrando a variacao entre as amostras. O resultado pode ser observado na
Figura 06. A PCA permitiu a triagem das cepas, identificando aquelas com
melhor desempenho nas caracteristicas esperadas de um fermento natural para
dar continuidade as andlises subsequentes, como tolerancia a estresse de
acidos, sal, sacarose e etanol. As cepas selecionadas foram aquelas que
apresentaram maior forga nos testes realizados, estando mais proximas as setas
das variaveis no grafico da PCA. Foram excluidas sete cepas: 27, 48, 122, 46,
124, 26 e 55.
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Figura 06. Andlise dos Componentes Principais em Relacdo aos Testes
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4.4. Testes de Tolerancia a Estresse Acido, Sal, Sacarose e Etanol

Geralmente os testes atribuidos a selecdo de culturas iniciadoras estéao
limitados a capacidade de acidificacdo da massa e ao seu rapido crescimento,
fatores importantes como a aclimatacdo das cepas em ambientes estressores
sdo negligenciados (Reale et al, 2020). Esses testes sao necessarios para
garantir a robustez e a eficiéncia dessas culturas durante a fermentacao, ja que
a atividade metabdlica desses microrganismos pode ser prejudicada. Ao analisar
a tolerancia dessas BAL em ambiente &cido, na presenca de sal, sacarose e
etanol, comuns na fermentacdo natural de pées doces e salgados, pode-se
selecionar cepas versateis, capazes de iniciar uma fermentacdo consistente e
de qualidade sob diversas condi¢des ambientais.

Os testes de tolerancia foram aplicados nas dezessetes cepas
selecionadas, em 6 e 24h de incubacéo, em caldo MRS controle e sob diferentes
concentracdes de NaCl (2%, 4% e 6%), sacarose (20% e 30%), etanol (2%, 4%
e 6%) e acidez (pH 3,5, 4,5 e 5,5). Os resultados completos estao presentes nas
Tabelas 03, 04, 05, 06 (Apéndice A).
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4.4.1. Teste de Tolerancia a NaCl (ODsgsnm) em diferentes concentracdes apés
6h e 24h de incubacédo de BAL selecionadas.

Os pédes de fermento natural geralmente utilizam como ingredientes
bésicos a farinha, a agua, o fermento e o sal. O sal possui diversas propriedades,
além de realgar o sabor, melhora a coeséo e a elasticidade da massa, fortalece
a rede de glaten e regula o processo de fermentacao (Canella-Rawls, 2009), no
entanto, dependendo de sua quantidade, pode afetar o desenvolvimento das
BAL através do estresse osmotico (DeVuyst et al, 2017; Reale et al, 2020).
Deste modo, € necessario que se observe a resposta das cepas a um ambiente
estressante, para selecionar aquelas que apresentam maior capacidade de
adaptacao.

No presente estudo, as 17 cepas cresceram na presenca de NaCl em
todas as concentracdes. Os resultados estdo presentes na Tabela 03 do
Apéndice A. Em 6h de incubacéo os valores do controle (sem adi¢cdo de NaCl)
sdo semelhantes aos encontrados em concentracdes de 2% de cloreto de sodio,
com os valores (ODsgs) minimos e maximos variando entre 0,59 — 2,61 e 0,50 -
2,0, respectivamente. O aumento da concentracéo para 4% e 6% de NaCl afetou
a atividade metabdlica das BAL, apresentando as menores absorbancias
(ODsgs), variando entre 0,17 — 0,84 (4%) e 0,00 — 0,15 (6%). Estes resultados
indicam que em 6h de incubacé&o as BAL ainda estdo se adaptando ao ambiente
estressor.

Em 24h as cepas de BAL apresentaram 0 mesmo comportamento
demonstrado em 6h de incubacdo, com o controle crescendo semelhante as
amostras adicionadas de 2% de NaCl, com valor maximo (ODsgs) de 12,75 para
L. plantarum 53 e 81. Com duas excec¢des a esse comportamento: em condicdes
salinas a cepa C. paralimentarius 32 obteve maior absorbancia (ODsgs 7,31)
guando comparada ao controle (ODsgs 4,99); 0 mesmo aconteceu com L. brevis
123, que obteve maior valor na presenca de cloreto de sédio (ODses 9,73) em
relacéo ao controle (ODsgs 7,74) no mesmo tempo. De Vuys et al (2017) apontam
que algumas espécies de BAL sado favorecidas na presenca de baixas

concentracgoes de sal.
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ApOs 24h, as cepas incubadas nas maiores concentracdes de cloreto de
sédio tiveram crescimento expressivo, reforgcando a ideia da fase adaptativa nas
horas iniciais. Para as amostras em caldo salino a 4%, foram encontrados
valores (ODsgs) minimos de 5,02 e maximos de 12,64. Para as amostras sob
condicdes salinas de 6%, os valores (ODsgs) minimos de 3,64 e maximos de
11,69 foram registrados. Embora o aumento da concentracdo de NaCl tenha
reduzido a acdo das BAL, as cepas mantiveram-se viaveis.

Os produtos de panificacdo geralmente utilizam até 2 a 2,5% de sal em
suas formulacdes (Reale et al, 2020), a concentracdo de 6% € utilizada para
distinguir a cepa mais tolerante. O desempenho e a identificacdo das 17 cepas
de BAL apos 24h estdo dispostas na Figura 7 (A). Destacam-se positivamente
as cepas de L. plantarum 81 e L. plantarum 47 nas concentracdes de 4% e 6%,
respectivamente. L. plantarum 82 obteve os resultados mais baixos, mas todas
as BAL se mostraram tolerantes a elevadas concentragdes de sal (ODsgs > 3).
Valores de densidade optica (ODsgs) < 0,6 séo considerados baixos, > 0,6 altos
e = 0,6 moderados (Reale et al, 2020).

Ganzle et al. (1998) observaram que o crescimento de F. sanfranciscensis
foi inibido em concentracdes de 4% de NaCl, destacando a sensibilidade da cepa
ao estresse osmatico. Os estudos de D'Angelo et al. (2017) demonstraram boa
resisténcia do género Leuconostoc spp. ha mesma concentracao.
Limosilactobacillus reuteri, Enterococcus faecium e Pediococcus acidilactici
apresentaram tolerancia a concentracdes de 6,5% de NaCl em estudo conduzido
por Reuben et al. (2019). No entanto, as BAL analisadas por Reale et al. (2015)
a 6% de NaCl ndo apresentaram maior viabilidade (ODses < 0,6) apds 24 horas,
com excecdo de Lactobacillus paracasei e Lactobacillus rhamnosus. Em um
estudo posterior, Reale et al. (2020) identificaram que as cepas mais tolerantes
a mesma concentracdo de NaCl foram Fructilactobacillus sanfranciscensis,
Lactobacillus brevis e Furfuralibacterium rossiae.

Esses dados indicam que a resisténcia ao NaCl varia significativamente
entre as diferentes espécies analisadas. Essa diversidade de respostas ao
estresse osmotico destaca a importancia de selecionar cepas robustas para
garantir a eficacia das culturas iniciadoras na producdo de alimentos

fermentados. A escolha criteriosa dessas cepas € fundamental para assegurar
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que as culturas mantenham a viabilidade e a funcionalidade em condi¢des

adversas, garantindo a qualidade e a consisténcia dos produtos finais.

4.4.2. Teste de Tolerancia a Sacarose (ODsgsnm) em diferentes concentragdes
apos 6h e 24h de incubacgéo de BAL selecionadas.

A sacarose é 0 acUcar mais utilizado na panificacdo para a producéo de
paes doces e bolos fermentados (Reale et al, 2020), e estad diretamente
envolvida no metabolismo de algumas BAL heterofermentativas (DeVuys et al,
2017). Quando metabolizada libera glicose, substrato essencial para a formagéo
de acido latico pelas BAL homofermentativas (Pérez-Alvarado et al, 2022).
Quando adicionada a massa, auxilia no sabor e favorece a coloracao da casca,
sua quantidade pode variar de acordo com a receita especifica e o tipo de péo
que se deseja preparar, podendo chegar a 30% em relacdo a farinha (Reale et
al, 2020). Essas concentragcbfes mais elevadas podem levar ao estresse
osmotico e inibir o crescimento de algumas BAL durante a fermentacéo (Ge et
al, 2011), diminuindo a atividade enzimatica destes microrganismos (Zhang et al,
2016; Struyf et al, 2017). Deste modo € necessario selecionar cepas que
possuam boa capacidade osmotolerante.

Todas as cepas de BAL apresentaram aumento no namero de células
viaveis em solucdes com diferentes concentracdes de sacarose. Os resultados
estdo dispostos na Tabela 04 do Apéndice A. Em 6h de incubacao os valores
minimos e maximos foram de 0,15 — 1,99 no caldo contendo MRS controle (sem
adicao de sacarose). Sob concentracdes de 20%, esses valores variaram entre
0,09 — 0,93. Em caldo MRS concentrado com 30%, as cepas apresentaram as
menores absorbancias (ODsgs), com valores minimos e maximos entre 0,04 —
0,65. Deste modo, apés 6h de incubacao as cepas tiveram aumento do nimero
de células viaveis variando nas duas concentracdes de agucar. Uma menor
viabilidade nas horas iniciais € indicativo de adaptacdo as condicbes
estressantes.

A adicdo de sacarose nao inibiu a multiplicacdo das BAL em 24h de
incubacgéo. A concentracdo de 20% esta associada a sua utilizacdo em massas
doces fermentadas; os 30%, embora utilizados também nestas massas, indica

as cepas mais tolerantes ao estresse osmaotico. Os valores minimos e maximos
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do caldo MRS controle variaram entre 4,87 — 11,68. Sob a concentragao de 20%
de sacarose o crescimento (ODsgs) das BAL variou entre 4,30 — 12,01, com
algumas cepas apresentando melhor desempenho em relacdo ao controle. Em
concentracfes de 30% os valores minimos e maximos foram de 4,01 — 11,02,
respectivamente.

A identificacdo e o desempenho das dezessete cepas de BAL nas
diferentes concentracdes de sacarose apos 24h estao dispostas na Figura 7 (B).
Destacam-se positivamente as cepas de L. plantarum 81, 53 e 47 sob as
concentracdes de 20% e 30%. L. brevis 84 obteve os resultados mais baixos em
ambas as concentracdes. Todas as BAL analisadas demonstraram excelente
capacidade de crescimento (ODsgs > 4,00) e sdo resistentes a altas
concentracfes de acucar, podendo ser utilizadas como culturas iniciadoras de
massas doces fermentadas.

Em experimento semelhante, Reale et al (2020) encontraram resultados
distintos nas cepas examinadas, com médias de crescimento moderada e alta
em 20% e 30% de sacarose, respectivamente, a espécie mais tolerante foi Leuc.
pseudomesenteroides, enquanto Coml. paralimentarius e Lacp. paraplantarum
foram as mais sensiveis. Ja as cepas de L. plantarum, L. fermentum e L. lactis
sobreviveram em elevadas concentracfes de sacarose (Gu et al, 2024). Ao
investigar o crescimento de diferentes BAL, Vilanova et al (2015) perceberam
que Leuconostoc mesenteroides foram beneficiados com a adi¢cdo de acucar.
Diferentes espécies de BAL apresentam comportamentos distintos, de acordo
com as condi¢cdes do meio. Por isso a importancia de obter cepas que se
adaptem e se desenvolvam adequadamente em condicdes adversas.

As massas suplementadas com acucar ou acrescidas de frutas secas
promovem a selecdo dos microrganismos dominantes durante a fermentacao.
Panetone e Colomba sdo exemplos de pées doces, difundidos e consumidos
pelo mundo (Lattanzi et al, 2013), com alta concentracdo de aglcar. Em suas
formulagdes, a quantidade pode variar entre 16% e 30% (Raimondi et al, 2017;
Stefanello et al, 2019). Culturas iniciadoras tolerantes ao acuUcar sao de
fundamental importancia, ndo apenas na producédo de paes doces fermentados,

mas também no inicio do processo de propagacdo. No Brasil, por exemplo, o
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uso de sucos de frutas e de cana-de-agucar é amplamente empregado com esse
propasito (Aplevicz et al, 2014).

Figura 07. Grafico de dispersdo mostrando a distribuicdo das 17 cepas BAL com
base na capacidade de crescimento (ODsgsnm) em MRS suplementado com: A:
NaCl a 4% (p/v) e 6% (p/v) apds 24h de incubacédo. B: Sacarose a 20% (p/v) e
30% (p/v) apos 24 h de incubacédo. C: pH acidificado a 3,5 e 4,5 apds 24 h de
incubacéo. D: etanol a 4% (p/v) e 6% (p/v) apds 24 h de incubacéao.
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4.4.3. Teste de Tolerdncia a Diferentes pHs (ODsesnm) apds 6h e 24h de
incubacgéo de BAL selecionadas.

A acidificacdo é uma das principais caracteristicas das BAL e um
importante atributo tecnologico dos fermentos naturais (Reale et al, 2020; Arora
et al, 2021; Gunduz et al, 2022). Em um fermento maduro o pH pode variar entre
3,8 e 4,5, dependendo de alguns fatores, como a composi¢cdo da microbiota, o
tempo e a temperatura da fermentacdo (Catzeddu, 2019). Ao longo das
propagacdes essa microbiota vai sendo modificada, sobrevivendo aquele
ambiente acido as cepas de BAL melhores adaptadas. Por este motivo, conhecer
o comportamento das BAL em diferentes pHs é essencial para a sele¢cdo de uma
cultura iniciadora competitiva e dominante.

Os baixos valores de pH afetaram o desenvolvimento das BAL nas
primeiras 6h de incubacdo. Na Tabela 05 do Apéndice A estdo dispostos 0s
resultados. As amostras do caldo MRS controle (pH 6,5) variaram entre 0,59 —
2,73, apresentando os melhores resultados nesse tempo. Os valores do pH a 5,5
foram semelhantes ao controle. A reducado do pH para 3,5 e 4,5 fez com que as
cepas tivessem baixo crescimento (ODsgs < 0,6), com excegdo (ODsgs > 0,6) de
L. plantarum 53 e L. brevis 123 em pH 4,5.

Apods 24h as cepas resistentes ao pH de 3,5 foram L. plantarum 47 e 53,
com valores de densidade Optica (ODsgs) de 5,73 e 1,29, respectivamente. As
demais amostras tiveram baixo crescimento (ODsgs < 0,6) nesse parametro. Na
condicao acida de 4,5, todas as cepas apresentaram alta viabilidade comODsgs >
2,00. L. plantarum 47 e 53 também foram as mais tolerantes, no entanto o
aumento do pH favoreceu o crescimento da L. plantarum 53 mais do que da L.
plantarum 47. E possivel observar a identificacio e o desempenho das 17 BAL
em 24h de incubagé&o na Figura 7(C).

Das 184 cepas analisadas por Reale et al (2015), 20% nao cresceram em
pH de 3,5, e a maioria apresentaram baixa atividade metabdlica (ODses < 0,4),
com excecao das estirpes de L. rhamnosus, L. casei e L. paracasei. Em pH 4,5,
todas as cepas tiveram suas densidades opticas inferiores a 1. Gu et al (2024)
perceberam que as cepas de Lp. plantarum, Lb. fermentum e Lc. lactis tiveram
taxas de sobrevivéncia melhores que as de Ec. Hirae, Le. mesenteroides e Ws.

cibaria em ambientes acidos. Enquanto o L. plantarum cresceu em pH 3,5, F.
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sanfranciscensis ndo sobreviveu na mesma condi¢cédo, em comparagao realizada
por Gunduz et al (2022).

Dessa forma, a identificacdo e selecdo de cepas de BAL com elevada
tolerancia a baixos valores de pH torna-se crucial para garantir a viabilidade e o
desempenho das culturas iniciadoras em processos fermentativos. As cepas de
L. plantarum 47 e 53, apresentam essa caracteristica. A inoculagdo dessas
culturas garante uma acidificacdo mais rapida, assegurando a reprodutibilidade
e a estabilidade nas producdes industriais (Gunduz et al, 2022), com inGmeros
beneficios sensoriais, nutricionais e tecnoldgicos (Papadimitriou et al, 2019;
Viola et al, 2024).

4.4.4. Teste de Tolerancia a Etanol (ODsgsnm) em diferentes concentragdes apos
6h e 24h de incubacdo de BAL selecionadas.

As BAL heterofermentativas utilizam carboidratos, principalmente
maltose, para produzir outros substratos além do acido latico, como o acido
aceético, CO2 e etanol (Gopal et al, 2020; Sevqili et al, 2023). O etanol também &
produzido durante a fermentacao pela acdo metabdlica das leveduras (De Vuyst
et al, 2017; Fu et al, 2024), sendo estas responsaveis pelas maiores
concentracfes desse composto (Pradal et al, 2024). Durante a fermentacao e
propagacéao do fermento natural, o etanol produzido se acumula na massa. Esse
acumulo pode limitar o metabolismo das BAL, tornando necessaria a selecao de
cepas adaptadas a essas condi¢cdes adversas.

Os testes de tolerancia foram aplicados em caldo MRS controle (sem
adicao de etanol), e com diferentes concentracfes de etanol durante 6 e 24h de
incubacédo. Os resultados estdo expressos na Tabela 06 do Apéndice A. Para
parametros de comparacado, os valores (ODsgs) do MRS controle em 6h de
incubacéo variaram entre 0,01 — 2,49. O aumento da concentracéo de etanol no
meio fez com que o metabolismo das BAL diminuisse. Sob concentragdes de
2%, 13 cepas de BAL apresentaram alta viablidade (ODses > 0,6) nas primeiras
6h, destacando-se L. plantarun 47 com ODsgs de 2,13. Sob 4% e 6%, houve uma
diminuicdo no nimero de cepas com alta viabilidade (ODsgs > 0,6), 0os valores
foram de 7 e 4, respectivamente. L. plantarun 47 continuou sendo a mais ativa

nesse tempo.
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Com excecao de C. paralimentarius 39, todas as cepas apresentaram alta
viabilidade (ODsgs > 2) ap0s 24h de incubacéo nas trés concentracdes de etanol.
As amostras controle em meio MRS apresentaram valores de densidade Optica
minimos e maximos de 3,42 e 11,59, respectivamente. A identificacdo das cepas
e seu desempenho apo6s 24 horas podem ser observados na Figura 7(D). Entre
as cepas submetidas a 6% de etanol, L. brevis 83 mostrou-se a mais tolerante
(ODses 10,38), enquanto L. plantarum 53 foi a mais tolerante (ODsos 11,35) sob
concentracdo de 4% de etanol.

Em pesquisa conduzida por Reale et al. (2020), observou-se que as
espécies Leuc. pseudomesenteroides e C. paralimentarius demonstraram maior
sensibilidade a altas concentracdes de etanol em comparacao com as espécies
Furl. rossiae, L. plantarum e F. sanfranciscensis. Em concentracdes de 6%, Gu
et al (2024) relataram alta taxa de sobrevivéncia para as cepas de L. plantarum
e L. fermentum. De acordo com Pittet et al (2011), BAL dos géneros Lactobacillus
(antiga classificacao) Pediococcus e Leuconostoc sdo mais tolerantes ao etanol
do que outras bactérias.

Em um estudo realizado por Gunduz et al. (2022), foi observado um
acumulo médio de 2,55g/Kg de etanol no primeiro dia de propagacdo do
fermento natural. Resultados semelhantes foram encontrados por Pradal et al.
(2024), que registraram 3g/Kg de etanol apos 48 horas de fermentacdo, com um
aumento para 8,6g/Kg ap6s 12 semanas de refrigeracdo. Apesar dessas
concentracbes ndo estarem presentes nos produtos de panificacdo, devido a
evaporacao durante o cozimento (Arora et al, 2021), o acumulo de etanol na
fermentacao pode alterar o metabolismo das BAL.

Deste modo, é necessario a selecdo de cepas que tenham essa
capacidade adaptativa para dominar o processo fermentativo. No presente
estudo, L. plantarum 47 teve alto crescimento (ODsgs> 1) nas primeiras 6h de
incubacéo a 6% de etanol, sendo candidata a fermentacdo em escala industrial,
pela rapida adaptacéo. L. brevis 83 foi a que apresentou a maior tolerancia em
24h, apresentando densidade 6ptica (ODsgs) de 10,38.
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4.4.5. Selecao de Cepas Tolerantes a Diferentes Condi¢des de Estresse

Apos os Testes de Tolerancia, as cepas de BAL foram submetidas a uma
Andlise de Componentes Principais para identificar cepas robustas e dominantes
no processo de fermentacdo. Observou-se a capacidade de crescimento em pH
3,5, 6% de NaCl, 30% de sacarose e 6% de etanol, por serem as condi¢des mais
adversas e indicativas das BAL mais tolerantes.

Deste modo, as cepas selecionadas de acordo com a Andlise de
Componentes Principais (Figura 01 do Apéndice A) foram Lactiplantibacillus
plantarum 47 e Levilactobacillus brevis 83, por serem espécies distintas e
apresentarem as caracteristicas desejadas para uma cultura iniciadora. As
cepas Lp47 e Lb83 estao localizadas nos quadrantes superior e inferior do lado
direito, respectivamente, onde ha um forte agrupamento dos atributos desejados.

A estirpe L. plantarum 47 foi a mais tolerante nas condi¢fes &cidas e
salinas, ficando entre as cinco mais resistentes nos demais parametros
analisados. Na concentracdo de sacarose, L. plantarum 53 apresentou a maior
resisténcia, listando entre as cinco melhores nos outros atributos. L. brevis 83 se
destacou na maior concentracao de etanol e obteve 6timos resultados nos outros
testes, sendo o Unico parametro em que a espécie L. plantarum néo foi superior.

Nesse momento, € importante ressaltar o excelente desempenho que
todas as cepas analisadas apresentaram ao longo dos testes de tolerancia.
Supde-se que o0 sucesso do experimento se da devido a capacidade de
adaptacdo que essas cepas possuem. Cepas autdctones estdo habituadas ao
meio estressante dos fermentos naturais, portanto, estdo aclimatadas a
condi¢cdes ambientais especificas, apresentando maior resisténcia e eficacia no
processo fermentativo.

Nos tdépicos a seguir, sera apresentada a caracterizacao fisico-quimica,
bioativa, microbiolégica e tecnolégica dos fermentos inoculados com
Lactiplantibacillus plantarum 47 e Levilactobacillus brevis 83, garantindo uma
compreensé&o abrangente de suas propriedades e desempenho. E reconhecido
gque o0 uso de cepas autdéctones como culturas iniciadoras favorece o
desempenho destes atributos durante a fermentacao (Di Cagno et al, 2013; Ruiz
et al, 2019; Munch-Andersen et al, 2024).
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4.6. Caracterizagéo Fisico-quimica do Fermento

Foram avaliados os parametros fisico-quimicos dos fermentos inoculados
com Lactiplantibacillus plantarum 47 e Levilactobacillus brevis 83 durante a
fermentacdo em diferentes tempos. Os valores de pHs e Acidez Titulavel Total
(ATT), em Oh, 2h, 4h, 6h, 8h e 24h de fermentacgéo, estado dispostos na Tabela
02. O conteudo de acucares e acidos organicos, em Oh, 8h e 24h de

fermentacao, estdo presentes na Tabela 03.

Tabela 02. Avaliacdo do pH e da Acidez Titulavel Total de fermentos inoculados
com Lactiplantibacillus plantarum 47 e Levilactobacillus brevis 83, isoladamente,
durante a fermentacéao (0, 2, 4, 6, 8 e 24 horas)

pH

Oh 2h 4h 6h 8h 24h

Lp47 5,48+0,01"%  543+0,05"  4,24+0,03"°  3,87+0,03°¢  3,79+0,03*¢  3,47+0,02*°

Lb83 5,52+0,03"*  5,54+0,01°%  5,09+0,01%°  4,55+0,19%¢  4,11+0,028¢  3,57+0,02"¢

Acidez Titulavel Total (mg/100g)

Oh 2h 4h 6h 8h 24h

Lp47 0,47+0,06"*  0,63+0,06"*  1,37+0,15"°  2,00+0,17*°  2,53+0,15%¢  3,30+0,10"¢

Lb83 0,40+0,00"* 0,60+0,00%%*  0,83+0,06%>  1,43+0,06%°  1,90+0,10%¢  3,13+0,06"°

A-C Letras mailsculas iguais na mesma coluna nao diferem estatisticamente (p>0,05) entre si.
a-e Letras mindsculas iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente (p>0,05) entre si.
Lp47: Lactiplantibacillus plantarum 47; Lb83: Levilactobacillus brevis 83.

Fonte: Dados da pesquisa, 2024.

O pH das amostras variou de 3,47+0,02 a 5,54+0,01. Nao houve diferenca
significativa (p>0,05) ap6s a inoculacdo (Oh). No entanto, depois de 4h de
fermentacao o pH de Lp47 caiu para 4,24+0,03 e para 3,87 ap0s 6 horas, sem
diferenca significativa até as 24 horas. Os valores finais foram de 3,47+0,02 e
3,57+0,02 para Lp47 e Lb83, respectivamente. Resultados semelhantes foram
obtidos por Gunduz et al (2020) e Ventimiglia et al (2015) em fermentos
inoculados com L. plantarum e F. sanfranciscensis. Em ambos os experimentos
os valores do fermento controle (sem inoculacao) foram acima de 5.

A rapida acidificagdo da massa por culturas iniciadoras € essencial em
escala industrial porque garante uma fermentacao mais curta (Arora et al, 2021).
Este atributo € potencializado quando culturas autéctones sao utilizadas
(Gunduz et al, 2020). Os valores da ATT variaram entre 0,40+0,00 e 3,30+0,10.
O seu comportamento foi inversamente proporcional ao do pH, aumentando com

0 passar do tempo. Isto acontece porque os acidos organicos vao se acumulando
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na massa durante a fermentacao devido ao metabolismo das BAL (De Vuyst et
al, 2017).

Tabela 03. Conteudo de acUcares e acidos organicos em fermento natural
inoculado com Lactiplantibacillus plantarum 47 e Levilactobacillus brevis 83 em
diferentes tempos de fermentacéo.

Tempo  Cepas AcUcares (g/kg) Acidos Organicos (g/kg)
Maltose Glicose Frutose Citrico Lactico Formico

Oh Lp47 N/D 0,08 0,57 N/D N/D 0,22
Lb83 1,72 0,37 0,81 N/D 9,09 0,74

8h Lp47 0,09 0,08 0,42 N/D 0,98 0,30
Lb83 1,48 0,13 0,57 N/D N/D 0,17

24h Lp47 2,50 0,09 0,53 N/D 1,21 0,22
Lb83 3,23 0,21 0,58 17,22 N/D 0,50

N/D — N&o detectado. Lp47: Lactiplantibacillus plantarum 47; Lb83: Levilactobacillus brevis 83.
Fonte: Dados da pesquisa, 2024.

Maltose, glicose e frutose foram os aculcares identificados por HPLC.
Apos a inoculacdo nédo foi possivel detectar a presenca de maltose em Lp47, no
entanto, a ativacdo das amilases durante a fermentacdo resultou em um
aumento progressivo deste composto ao longo do tempo (Fu et al, 2024). Os
baixos valores dos aculcares indicam a alta atividade metabdlica das BAL, que
esgotam as fontes de carboidratos para produzir acidos organicos (De Vuyst et
al, 2017), confirmando os dados encontrados na ATT.

Nas culturas heterofermentativas obrigatérias e facultativas, a glicose é
utilizada pela via da fosfocetolase na producdo de acido lactico e etanol,
enquanto a frutose é utilizada como aceptor de elétron alternativo na producdo
de acido acético (Galle et al, 2011; Ganzle, 2015) e manitol (Paramithiotis et al,
2006; Galle et al, 2011). O comportamento adaptativo de L. Plantarum esta
atrelado ao seu vasto metabolismo, refletido pela presenca de diversos sistemas
de transporte de acucar (Corsetti et al, 2016), dentre eles a producao de proteina
de estresse, para se proteger de condi¢des adversas (De Vuyst et al, 2017).

Os acidos organicos sao importantes nos sistemas de fermentacéo
natural, influenciando a estrutura do produto, as propriedades sensoriais e a sua
durabilidade (Fang et al, 2023). O &cido citrico, produzido por algumas espécies
de BAL, pode ser convertido em succinato na regeneragcdo de cofatores

reduzidos, ou em acido latico, acético ou etanol (Ganzle, 2015). Entre as cepas
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avaliadas, apenas Lb83 produziu o citrato, apresentando 17,22 g/L apos 24
horas.

O &cido lactico é o principal produto das BAL, ele pode seguir diferentes
rotas metabodlicas dependendo da espécie bacteriana e das condi¢cdes do
processo. A maior concentracao deste composto foi encontrada em Lb83 apds
a inoculacéo (0Oh), estando ausente nos tempos subsequentes. Comportamento
inverso foi observado em Lp47, que ndo possuia o metabolito apos a inoculacao
(Oh), mas que foi acumulando progressivamente.

De acordo com Ganzle (2015) e Zhang et al (2010), o &cido lactico pode
ser oxidado a &cido acético, com formacdo concomitante de ATP, fornecendo
energia para o crescimento bacteriano. Essa conversao € catalisada pela enzima
lactato desidrogenase. Dependendo da cepa bacteriana, o acido lactico pode ser
metabolizado em uma variedade de produtos finais além do acido acético, como
etanol, acido férmico e CO2 (De Angelis e Gobbetti, 2011).

Em relacédo ao acido férmico, os valores variaram de 0,17 a 0,74. Foi o
anico composto presente em ambas as cepas, independente do tempo de
fermentacdo. Este &cido destaca-se por sua acdo antimicrobiana, atuando
sinergicamente com outros acidos como o lactico e o acético para inibir o
crescimento de microrganismos indesejaveis (De Vuyst et al, 2017). Quanto a
sua metabolizacdo, pode ser produto da degradacéo do acido lactico (De Angelis
e Gobbetti, 2011) ou como metabdlito de rotas alternativas do &cido citrico
(Ganzle, 2015).

4.7. Caracterizagdo Bioativa do Fermento

Foram avaliadas as caracteristicas bioativas dos fermentos inoculados
com Lactiplantibacillus plantarum 47 e Levilactobacillus brevis 83 durante a
fermentacdo em diferentes tempos. Na Tabela 04 estdo dispostos os Teores

Totais dos Compostos Fendlicos e a Atividade Antioxidante.
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Tabela 04. Atividade antioxidantes e teor dos compostos fendlicos totais de
fermentos inoculados com Lactiplantibacillus plantarum 47 e Levilactobacillus
brevis 83, isoladamente, durante 0O, 8 e 24 horas de fermentacao

ABTS corr (umol Tx/g) g Fenolicos/100g amostra

Oh 8h 24h Oh 8h 24h

Lp47 8,57+0,85%2 9,33+0,60% 11,37+0,76”° 29,85+0,3142 30,90+0,3742 36,17+1,40
Ab

Lb83 8,47+1,05%2 9,87+1,267 11,77+0,06%° 29,38+0,622 31,75+0,58*° 35,16+1,07

Ac

A-B Letras mailsculas iguais na mesma coluna nédo diferem estatisticamente (p>0,05) entre si.
a-c Letras mindsculas iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente (p>0,05) entre si.
Lp47: Lactiplantibacillus plantarum 47; Lb83: Levilactobacillus brevis 83.

Fonte: Dados da pesquisa, 2024.

A fermentacdo teve impacto positivo na producdo dos compostos
fendlicos totais. Os maiores teores foram registrados apos 24h. Os valores
variaram entre 29,38 e 36,17g/100g, apresentando aumento progressivo
(p<0,05) ao longo da fermentacéo. Lp47 teve aumento de 21,2%, em relacdo ao
tempo Oh, enquanto o crescimento de Lb83 foi de 19,8%. Em estudo realizado
por Graca et al (2022), o teor de compostos fendlicos em fermento natural de
trigo apos 24h foi de 8,6%, a adicdo de farinha integral ao fermento impulsionou
0 crescimento para 38%.

A producdo de compostos fendlicos traz diversos beneficios funcionais,
com atividade antioxidantes devido a presenca de um anel fendlico aromatico
(Calinoiu et al, 2018) e anti-inflamatorias (Fekri et al, 2024). Nas farinhas de trigo
branca estes compostos sao considerados secundarios, no entanto algumas
espécies de BAL conseguem liberar os acidos fendlicos que estédo ligados a
farinha e em maior quantidade nas farinhas integrais (De Vuyst et al, 2017;
Rizzello et al, 2019; Fekri et al, 2024). Estes acidos posteriormente podem ser
convertidos em precursores de sabor (Pérez-Alvarado et al, 2024).

Paucean et al (2024) registraram o crescimento médio de compostos
fendlicos de 7,8% em paes de trigo fermentados por 24h, enquanto em péaes de
farinha de espelta o crescimento foi de 11,8%. Percebe-se que a fermentacao
natural potencializa a disponibilidade destes compostos nas massas
fermentadas e em seus produtos finais. Este comportamento é devido a
capacidade das BAL de liberar esses compostos que estdo ligados a farinha.
Embora os valores apresentados possam variar, devido ao tipo de farinha e a

metodologia utilizada, o padrdo de aumento durante a fermentacédo € o mesmo.
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A concentragdo de fendlicos pode afetar diretamente a viabilidade das
BAL: Enquanto as baixas concentragdes estimulam o seu crescimento, as altas
podem retardar o seu metabolismo. Entretanto, os metabolitos resultantes das
acOes das BAL possuem atividade antimicrobiana inferior as dos seus
precursores (Filannino et al, 2018), ndo atrapalhando a fermentacé&o. Por isto, a
importancia de espécies adaptadas e capazes de degradar estes compostos,
como é o caso de L. plantarum e L. brevis (De Vuyst et al, 2017; Filannino et al,
2018).

A analise de eliminagdo do radical ABTS<+ foi realizada para avaliar as
propriedades antioxidantes dos fermentos inoculados. Os valores minimos e
maximos encontrados foram de 8,47+1,05 e 11,77+0,06, com diferencas
significativas (p<0,05) em 24h de fermentacdo. Lb83 e Lp47 apresentaram
atividade antioxidante de 39% e 32% em relag&o ao inicio da fermentagdo (Oh),
respectivamente. As cepas apresentaram comportamento semelhante (p>0,05)
entre si. Do mesmo modo que a fermentacao potencializou os teores de fendlicos
disponiveis no fermento natural, aumentou a atividade antioxidante desses
fermentos. Este comportamento era esperado.

A acidificagdo que ocorre durante a fermentacgéo das BAL pode beneficiar
a formacéo de peptideos com potencial antioxidante (Fang et al, 2024; Pejcz et
al, 2024), além de aumentar a disponibilidade dos compostos fendlicos, como
observado no experimento. Estudos anteriores em diferentes tipos de farinhas
(Fang et al, 2024; Li et al, 2024; Liu et al, 2024) mostraram a tendéncia de
aumento da atividade antioxidante em paes de fermentos naturais inoculados
com BAL, corroborando com os resultados encontrados na pesquisa. Diante do
exposto pode-se afirmar que as cepas estudadas, Lp47 e Lb83, aumentam a
disponibilidade de compostos bioativos.

O perfil de fendlicos dos fermentos naturais inoculados esta disposto na
Tabela 05. O &cido fumérico foi encontrado em Lp47 apds a inoculagcéo (0Oh),
entretanto ele foi degradado ao longo da fermentagdo. A Epigalocatequina
Galato (EGCG) foi detectada apés a inoculacdo em Lp47, e foi aumentando ao
longo do tempo de fermentagc&o. Em Lb83, este composto apareceu inicialmente

em 8h de fermentacéo e foi acumulando até 24h.
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Tabela 05. Perfil de compostos fendlicos em fermento natural inoculado com
Lactiplantibacillus plantarum 47 e Levilactobacillus brevis 83 em diferentes
tempos de fermentagao.

Compostos Cepas
(W/g amostra) Lp47 Lb83
Oh 8h 24h Oh 8h 24h
Acido Fumarico 2,68 N/D N/D N/D N/D N/D
Epigalocatequina 2,74 2,66 3,07 N/D 3,64 4,03
Galato

N/D — Néo detectado. Lp47: Lactiplantibacillus plantarum 47; Lb83: Levilactobacillus brevis 83.
Fonte: Dados da pesquisa, 2024.

7

A epigalocatequina galato € um flavonoide pertencente ao grupo das
catequinas e é reconhecida por suas propriedades antioxidantes (Silva Junior et
al, 2021). Ela atua na protecdo de doencas cardiovasculares, sindromes
metabdlicas, doencas neurodegenerativas, envelhecimento e céancer
(Thanikachalam et al, 2020). Cepas de L. plantarum e L. brevis sdo conhecidas
por aumentar as concentracdes de catequina durante a fermentacdo (Gaur e
Ganzle, 2023).

Estima-se que as enzimas esterases sdo uma das responsaveis pela
conversdo de EGCG durante a fermentacdo. No entanto, esses dados séo
guantificados considerando a diminuicdo dos compostos e 0 aumento
subsequente dos metabdlitos esperados (Gaur e Ganzle, 2023), necessitando
de mais estudos sobre as vias metabdlicas. Estes autores relataram que as
revisbes recentes sobre o metabolismo dos compostos fendlicos durante a
fermentacdo de alimentos por lactobacilos ainda sdo escassas, corroborando
com a pouca literatura encontrada sobre o assunto.

A Caracterizacéo Microbioldgica esta presente na Tabela 06. A contagem
de células viaveis de BAL (log UFC/g) nos fermentos inoculados com Lp47 e
Lb83 foi consistente com os valores observados para pH e ATT. Os fermentos
estabilizaram-se ao atingir um pH médio de 4,4. Para o Lp47, essa estabilizacdo
ocorreu apos 4 horas de fermentacao, enquanto para o Lb83, ocorreu apés 6
horas. Isso demonstra, mais uma vez, a alta capacidade de adaptacédo que L.
plantarum 47 possui em pouco tempo de fermentagédo. Apds 8h, os fermentos

nao apresentaram diferenca significativa (p>0,05) entre si. Cepas de BAL
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isoladas de fermento natural tiveram o0 mesmo comportamento de viabilidade em

experimento realizado por Ventimiglia et al (2015) e Gunduz et al (2022).

Tabela 06. Numero de células viaveis de BAL (log UFC/g) dos fermentos
inoculados com Lactiplantibacillus plantarum 47 e Levilactobacillus brevis 83,
isoladamente, durante a fermentacédo apoés 0, 2, 4, 6, 8 e 24 horas

BAL (UFC/g)

Amostra Oh 2h 4h 6h 8h 24h

Lp47 7,63+£0,21% 7,080,032  8,49+0,09%°  8,85+0,00"*  8,85+0,00"*  8,86x0,01*°

Lb83 7,57+0,04%¢  6,85+0,218a 8,01+0,198¢  8,72+0,06%°¢  8,68+0,004A¢  8,71+0,13Ad

A-C Letras maiulsculas iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente (p>0,05) entre si.
a-d Letras minuUsculas iguais na mesma linha néo diferem estatisticamente (p>0,05) entre si.
Lp47: Lactiplantibacillus plantarum 47; Lb83: Levilactobacillus brevis 83.

Fonte: Dados da pesquisa, 2024.

Em pesquisa semelhante, Fang et al (2024) inocularam cepas isoladas de
diferentes matrizes alimentares em fermentos naturais, no entanto, L. plantarum
s6 conseguiu a estabilizagéo (8,5 log UFC/g) apos 12h. No estudo de Santos et
al (2024), a contagem de L. pentosus e L. fermentum isolados de fruta foi em
média 6.66 (log UFC/g), ap6s 24h de fermentacdo, aumentando um ciclo
logaritmico nesse tempo. O rapido crescimento e acidificacdo de L. plantarum 47
e L. brevis 83 pode estar associado diretamente a sua origem autéctone e a sua
capacidade de adaptacéo aos meios estressores do fermento natural.

Cepas autéctones destacam-se pelo bom desenvolvimento tecnolégico
em processos fermentativos. Devido as condi¢cdes adversas, as cepas
desenvolvem caracteristicas que |hes permitem crescer rapidamente e
estabilizar o pH em periodos curtos, garantindo uma fermentacédo eficiente,
direcionada e estdvel. Como foi visto anteriormente, estes atributos séo
necessarios a uma cultura iniciadora de fermento natural para uso em escala

industrial.

4.8. Caracterizacao Tecnoldgica do Fermento

Foram avaliadas as caracteristicas tecnologicas dos fermentos
inoculados com Lactiplantibacillus plantarum 47 e Levilactobacillus brevis 83
durante a fermentacdo em diferentes tempos. Na Tabela 07 estado dispostos os

parametros de volume.
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Tabela 07. Parametro de fermentacdo da massa (Volume) dos fermentos
inoculados com Lactiplantibacillus plantarum 47 e Levilactobacillus brevis 83,

isoladamente, durante 24h a fermentacéo
Volume (mL)

Oh 2h 4h 6h 8h 24h
Lp47 16,7+0,58%2 16,7+0,58%2 16,7+0,58% 17,3+0,58% 17,3+1,15% 17,740,582
Lb83 17,3+0,58% 17,3+0,58%2 17,3+0,58"2 19,0+0,00°° 22,740,588 21,3+5,03B¢
A-B Letras mailsculas iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente (p>0,05) entre si.
a-c Letras minudsculas iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente (p>0,05) entre si.
Lp47: Lactiplantibacillus plantarum 47; Lb83: Levilactobacillus brevis 83.
Fonte: Dados da pesquisa, 2024.

Quanto ao aumento do volume nos fermentos, os valores variaram entre
16,7+£0,58 e 22,7+0,58. Os resultados mais expressivos estao associados a Lb83
em 8h de fermentacao. L. brevis é uma BAL heterofermentativa obrigatéria capaz
de produzir CO2 por diversas vias metabdlicas (Ganzle, 2015). Além de L. brevis,
a farinha possui leveduras nativas que auxiliam no processo de fermentacéo. No
entanto, a rapida acidificacdo pode inibir o desenvolvimento dessas leveduras
(Catzeddu, 2019; Papadimitriou et al, 2019; De Vuyst et al, 2021).

O desenvolvimento das leveduras nativas foi prejudicado pelos baixos
valores do pH no inicio da fermentacao, diminuindo sua atividade metabdlica.
Percebe-se em Lp47 um aumento sutil no aumento do volume, porém néo é
significativo (p>0,05). Em condicdes de estresse acido, as leveduras aumentam
a producao de glicerol para se proteger (De Vuyst et al, 2017; 2021). Este fato
justifica o aumento do glicerol em Lp47 em 8h de fermentagdo, quando
comparado com Lb83 (Cromatograma - Apéndice). O glicerol atua na levedura
como agente osmoprotetor.

Em relacdo a geracdo de CO:2 (Tabela 08), as cepas mantiveram o mesmo
comportamento apresentado no volume em 8h de fermentacdo, quando
passaram a se diferenciar estatisticamente (p<0,05) entre si. A principal
caracteristica das BAL € a producdo de acidos organicos e a acidificacdo da
massa, enquanto cabe as leveduras atuarem como agentes fermentadores
(Catzeddu, 2019; Fekri et al, 2024). Dessa forma, € compreensivel que os
valores obtidos de CO2 nao sejam tao expressivos, considerando que o ambiente
apresenta condi¢ces desfavoraveis para as leveduras nativas, que no caso do
produto testado, estdo em baixas concentracdées em comparagao com o inoculo

bacteriano utilizado no teste.
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Tabela 08. Parametro de fermentagcdo da massa (Geragdo de CO2) dos
fermentos inoculados com Lactiplantibacillus plantarum 47 e Levilactobacillus

brevis 83, isoladamente, durante 24h a fermentacao
Geracgdo de COz2(mg)

2h 4h 6h 8h 24h
Lp47 0+1,5342 -0,01+1,5242 0+1,5142 -0,02+1,5142 0+1,5142
Lb83 0+1,187a -0,01+1,18%2 0,01+1,184° 0,01+1,198b -0,01+1,194%

A-B Letras mailsculas iguais na mesma coluna nédo diferem estatisticamente (p>0,05) entre si.
a-c Letras mindsculas iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente (p>0,05) entre si.
Lp47: Lactiplantibacillus plantarum 47; Lb83: Levilactobacillus brevis 83.

Fonte: Dados da pesquisa, 2024.

E possivel caracterizar materiais sem danificar sua estrutura utilizando
medicdes reoldgicas dinamicas dentro do intervalo de viscoelasticidade linear
(Abedfar et al, 2020). A Figura 8A apresenta os resultados do comportamento
dos modulos elastico (G’) e viscoso (G”) em fungédo da tenséo para fermentos
inoculados com L. plantarum 47 e L. brevis 83 apés 8 h e 24h de fermentacéo.
A regido viscoelastica linear das amostras fermentadas por 24h foi inferior a 2
Pa de tensdo. Khatkar e Schofield (2002a) observaram um decréscimo continuo
de G’ para massas de trigo em tensao entre 20-100 Pa, caracterizando auséncia
de regido linear. Os mesmos autores indicam que a regiéo linear destas massas
€ de dificil caracterizacdo. O cruzamento das curvas do médulo elastico e
viscoso em alta tensdo demonstra o inicio do escoamento do material. Observou-
se gue, para amostras de 24h, a cepa Lp47 comeca a fluir em 50 Pa, enquanto
o fermento com a cepa Lb83 apresenta-se mais estruturado, tendo inicio de
escoamento a aproximadamente 75 Pa (Figura 8A).

No entanto, para 8 h de fermentacdo observou-se um comportamento
linear de G’ até 100 Pa (Figura 8A). Este comportamento é reportado
anteriormente por Khatkar e Schofield (2002a) para massas produzidas com
gliten puro. Gerez et al (2008) e Yildirim-Mavis (2019) relatam que as
caracteristicas reologicas das massas podem ser significativamente alteradas
diante de mudancas em seus perfis fisico-quimicos. Alguns fatores, como a
quebra de grandes agregados proteicos em fracdes menores, explicam essa
alteracdo ao longo da fermentacdo. Essa quebra se da devido a capacidade
proteolitica que as BAL possuem (Di Cagno et al, 2002) e ao enfraquecimento
das ligagOes dissulfetos, que desestabilizam as estruturas proteicas (Tomic et al,
2023).
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Os baixos niveis de pH e o aumento significativo da ATT durante a
fermentacdo ativam diversas enzimas presentes nas farinhas, além das
proteases, tem-se as amilases e hemicelulases (Yildirim-Mavis, 2019). A acidez
também altera a estrutura do gluten como resultado da repulséo eletrostatica
intramolecular e a consequente exposi¢do dos grupos hidrofébicos (Aprodu et
al, 2019). Deste modo, € possivel compreender a mudanca estrutural e reolégica
que acontece nos fermentos inoculados com Lp47 e Lb83 durante a
fermentacao, sabendo que em 24h eles atingiram pH 3,47 e 3,57 e ATT de 3,30
e 3,13, respectivamente (Tabela 02).

Os resultados de varredura de tenséo indicam que o fermento apds 8 h
de inoculacédo ainda mantém a rede de gluten, e possivelmente os granulos de
amido estdo ligados a matriz continua da rede protéica, como observado
microscopicamente por Mironeasa e Codina (2019). Li e colaboradores (2020)
propéem modelos que explicam a adsorcdo das proteinas do glaten sobre os
granulos de amido. A rigidez da amostra de 8h é aproximadamente 10 vezes
maior que para amostra de 24h (Figura 8A). Khatkar e Schofield (2002a)
observaram que o aumento da concentracdo de amido nas massas de gluten
causou maior elasticidade, em amplitudes de tensao inferiores a 20 Pa. Para os
fermentos inoculados Lb83 e Lp47, ndo ha diferenca de concentracdo de amido
ao longo do tempo de fermentacdo. O que possivelmente explicaria a maior
rigidez observada nas amostras com 8h de fermentacdo é a maior capacidade
de retencdo de agua do gluten em relacdo ao amido, causando um aumento
relativo da concentracdo de amido (Li et al., 2020).

Apos 24h de inoculacdo, com a estrutura protéica alterada pela acéo
enzimatica e microbiana, a reologia passa a ser governada pelas interacdes
amido-amido e amido-proteina, ao invés das interagBes proteina-proteina,
causando uma reducédo do intervalo de viscoelasticidade linear (Khatkar e
Schofield, 2002a). O espectro mecanico dos fermentos em 24h é apresentado
na Figura 8B. Para ambas as cepas, o mddulo de armazenamento (G’) foi maior
que o modulo de perda (G”), independente do tempo de fermentacdo. Este
resultado caracteriza estruturas semelhantes a gel e, portanto, demonstra um
comportamento prioritariamente elastico das amostras (Galle et al, 2011,
Abedfar et al, 2020; Li et al, 2022).
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Winter e Chambon (1986) definem o ponto de gel quando os mddulos
dindmicos seguem um comportamento de lei da poténcia ao longo da frequéncia
com igualdade de expoente, ou seja, quando tan delta torna-se constante ao
longo da frequéncia. Este comportamento, foi observado para as amostras com
24h de fermentacgédo (tabe 8B), sendo até 2 Hz para Lb83 e até 1 Hz para Lp47.
Observou-se um aumento tan & para frequéncias maiores que 2 Hz, similar ao
apresentado anteriormente para massas de farinha e agua (Dongdong et al.,
2023).

O fator de perda (tan O) retrata o comportamento de deformacédo
viscoelastica através da razao entre os componentes viscosos (G”) e elasticos
(G’). O fermento se comportou mais como liquido quando a deformagao ocorreu
mais rapidamente (Yu et al., 2019). Géis fisicos tipicamente podem se quebrar e
fluir dependendo da tenséo e da taxa de deformacéo. A estrutura molecular no
ponto de gel é fragil e com certo grau de mobilidade, devido a conex&o dos largos
agregados moleculares estarem se formando. A maioria dos constituintes ainda
sdo de agregados de pequeno tamanho molecular (Winter, 2016). Desta forma,
provavelmente o fermento com 24h apresenta pequenos agregados de gluten
hidrolisado ligado aos granulos de amido, que podem se conectar e quebrar suas

ligacdes fisicas.

Figura 08 — Variacdo dos Mddulos de Elasticidade e de perda em funcdo da
tensdo de cisalhamento (A) e da frequéncia (B) de fermentos inoculados com
Lactiplantibacillus plantarum 47 e Levilactobacillus brevis 83, isoladamente, ap6s
8h e 24h de fermentacéao.
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Lp47: Lactiplantibacillus plantarum 47; Lb83: Levilactobacillus brevis 83.
Fonte: Dados da pesquisa, 2024.



62

O modulo complexo (G*) e o fator de perda (tan d), obtidos na regido do
intervalo linear e a 1 Hz, estdo apresentados na Tabela 09. Nao houve diferenca
significativa no valor de tan & a 1 Hz entre as amostras, com valores entre 0,34
- 0,4. Khatkar e Schofield (2002b) relataram valores de do médulo de perda entre
0,33 — 0,58 para diversas farinhas de trigo analisadas. Quando tan & ¢é inferior a
1 (um) denota um comportamento mais sélido/elastico do que viscoso nas
amostras (Li et al, 2022; Vela et al, 2023). Em relacédo ao tempo de fermentacao
notou-se uma diminuicdo significativa de G* em 24h, decrescendo de
aproximadamente 180 kPa para 3,2 kPa. N&o houve diferengas significativas
(p<0,05) em relagéo ao tipo de cepa inoculada.

Van Bockstaele e colaboradores (2008) estabeleceram uma relacéo
inversamente proporcional entre G* e o volume de paes preparados com farinhas
de diferentes cultivares de trigo. Os autores descrevem que quando G* < 15 kPa
o volume dos pées aumenta, chegando a 650 cm®100g farinha com G* igual a
7 kPa. Desta forma, os fermentos Lp47 e Lb83 apds 24h de inoculacdo
apresentam valores de modulo complexo na faixa adequada para obtencéo de

paes com maior volume.

Tabela 09. Propriedades reoldgicas sob cisalhamento (a 1Hz) e compressao de
fermentos inoculados com Lactiplantibacillus plantarum 47 e Levilactobacillus
brevis 83, isoladamente, apos 8h e 24h de fermentacéo.

Cepas Medidas sob Cisalhamento
Médulo Complexo — G* (kPa) Tan & (-)
8h 24h 8h 24h
Lp47 155,3 + 31,942 3,2+£0,240 0,34 £ 0,074a 0,38 + 0,001
L83 180,8 + 45,842 3,2 +0,64° 0,38 + 0,054 0,40 + 0,001
Cepas Medidas sob Compressao
Dureza (N) Adesividade (mJ)
8h 24h 8h 24h
Lp47 0,48 £ 0,044a 0,60 £ 0,08%a 2,87 £ 0,50%a 1,43 £ 0,154
Lb83 0,42 £ 0,06%2 0,40 £ 0,044a 4,37 £0,6182 1,07 £ 0,204b

A Letras mailsculas iguais na mesma coluna nao diferem estatisticamente (p>0,05) entre si.
ab| etras minlsculas iguais na mesma linha néo diferem estatisticamente (p>0,05) entre si.
Lp47: Lactiplantibacillus plantarum 47; Lb83: Levilactobacillus brevis 83.

Fonte: Dados da pesquisa, 2024.

Em compresséo, foram analisados a dureza e a adesividade dos
fermentos nos tempos de 8h e 24h (Tabela 09). A dureza, corresponde a forca
(N) maxima aplicada durante a deformacdo (Ndjang et al, 2024). Nao houve

diferenca significativa (p<0,05) na dureza dos fermentos Lp47 e Lb83, tendo
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variado entre 0,4-0,6 N nos tempos analisados. A adesividade, que se refere a
tendéncia de um material se aderir a uma superficie quando entra em contato
com ela, pode ser definida como a energia necessaria para separar superficies
aderidas (Amaral et al, 2022).

O fermento Lb83 apresentou comportamento significativamente (p<0,05)
mais adesivo do que Lp47 em 8h de fermentacdo. Apds 24h de fermentacao, a
adesividade de Lp47 diminuiu pela metade e de LB83 reduziu quatro vezes, mas
neste tempo nao houve diferenca significativa entre as formulacdes. Amidos
apresentam comportamento mais adesivos apos o processo de gelatinizacdo, o
que ndo ocorreu durante a fermentacao. Yildiz e colaboradores (2012) relatam
gue o aumento da concentracao de glaten causa maior adesividade a massa de
farinha. Desta forma, a menor adesividade entre os tempos de fermentacao das
amostras Lp47 e Lb83 pode ser explicada pela hidrélise parcial da rede de
glaten.

Os resultados reoldgicos sob compressdo ou cisalhamento, a altas ou
baixas deformacfes, sugerem que os fermentos apds 24h de inoculacdo
apresentam caracteristicas mais adequadas para utilizacgdo em massas de
panificacdo, pois sdo menos adesivos, elasticos e possuem maior fluéncia a altas
deformacdes, possibilitando um processo de mistura mais homogéneo com 0s

demais ingredientes da massa e com menor gasto energeético.
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5. CONCLUSAO

Esse trabalho teve por objetivo desenvolver um fermento natural a partir
de cepas de BAL isoladas das diferentes regides climaticas da Paraiba com
potencial tecnolégico e bioativo. A identificacdo das BAL revelou que o consorcio
microbiano é afetado pelas caracteristicas climaticas de onde o fermento é
produzido, gerando diferente grupos de microrganismos. Lactiplantibacillus
plantarum foi a Unica espécie presente nas trés regides. De modo geral, os
resultados demonstraram a viabilidade de usar Lp47 ou Lb83 como culturas
iniciadoras de fermento natural. A inoculagédo das cepas nos fermentos resultou
em boas caracteristicas fisico-quimica, bioativa e tecnolégica. Os fermentos
apresentaram rapida acidificacdo e crescimento das células viaveis, garantindo
a estabilidade e a reproducéo em escala industrial. O uso das culturas iniciadoras
nos fermentos aumentou o conteddo de compostos fendlicos e a atividade
antioxidante durante a fermentacdo. Os resultados reforcam que cepas
autoctones de fermento natural se destacam pelo bom desenvolvimento
tecnologico em processos de panificacdo, sendo indicadas para iniciar esse
processo de forma rapida, controlada e segura.
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Tabela 01 - Caracteristicas morfolégicas e selecdo dos isolados dos
fermentos naturais de diferentes regides climaticas da Paraiba

Amostra Cidades Caracteristica Caracteristica
da colbnia microscoépica
26 Jodo Pessoa (Umida)  Pequeno, centro branco e halo leitoso Bactéria G(+)
27 Jodo Pessoa (Umida)  Pequeno, centro branco e halo leitoso Bactéria G(+)
32 Jodo Pessoa (Umida) Grande, halo leitoso e centro branco Bactéria G(+)
34 Jo&o Pessoa (Umida) Centro branco irregular, halo Bactéria G(+)
transparente irregular
39 Jodo Pessoa (Umida)  Muito grande, leitosa, irregular e borda  Bactéria G(+)
irregular
41 Jo&o Pessoa (Umida) Média, leitosa e redonda Bactéria G(+)
46 Jodo Pessoa (Umida)  Centro pequeno e branco, halo grande Bactéria G(+)
e transparente
47 Jo&o Pessoa (Umida) Muito grande, amarela e redonda Bactéria G(+)
48 Jodo Pessoa (Umida) Muito grande, amarela e redonda Bactéria G(+)
53 Jodo Pessoa (Umida) Meédio, leitosa, bege, irregular com bico  Bactéria G(+)
55 Jodo Pessoa (Umida) Médio, leitosa, bege, irregular com bico  Bactéria G(+)
66 Jodo Pessoa (Umida) Bem pequena, transparente, redonda e  Bactéria G(+)
leitosa
79 Solénea (Subumida) Redonda, bege, leitosa, pequena, Bactéria G(+)
brilhante
80 Solénea (Subumida) Redonda, bege, leitosa, pequena, Bactéria G(+)
brilhante
81 Solanea (Subumida) Redonda, bege, leitosa, pequena, Bactéria G(+)
brilhante
82 Solanea (Subumida) Disforme, branca, translicida, grande Bactéria G(+)
83 Solénea (Subumida) Disforme, branca, translicida, grande Bactéria G(+)
84 Solanea (Subumida) Disforme, branca, translicida, grande Bactéria G(+)
113 Cajazeiras Disforme, &spera, translicida Bactéria G(+)
(Semiérida)
114 Cajazeiras Disforme, &spera, translicida Bactéria G(+)
(Semiérida)
121 Cajazeiras Redonda, circulos brancos, bordas Bactéria G(+)
(Semiarida) transparentes
122 Cajazeiras Pequena, branca, translicida, brilhante  Bactéria G(+)
(Semiarida)
123 Cajazeiras Pequena, branca, translicida, brilhante  Bactéria G(+)
(Semiarida)
124 Cajazeiras Redonda, branca, pequena, brilhante, Bactéria G(+)

(Semiarida)

achatada
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Tabela 02- Producdo de EPS (mg), acidificacdo e crescimento celular (ODsosnm), NniUmero de células viaveis (log UFC/g) e atividade
proteolitica de BAL isoladas de fermentos naturais do estado da Paraiba

Cepas Acidificacéo (pH) EPS | Atividade | BAL (UFC/g) Crescimento (ODsgsnm)
Oh 2h 4h 6h 18h (mg) | proteolitica Oh 2h 4h 6h 18h
26 7,60+0,02 | 6,87+0,03 | 6,03+0,03 | 5,13+0,04 | 4,10+0,04 | 0,8 + 8,78+0,04 0 |1,00+0,02 | 0,06 | 2,39+0,01 | 3,05+0,02
27 7,61+0,03 | 7,56+0,04 | 7,56+0,04 | 7,50+0,02 | 7,42+0,03 | 0,1 + 8,61+0,01 0 | 0,31+0,02 | 0,03 | 0,35+0,01 | 0,43+0,01
32 7,42+0,02 | 7,29+0,02 | 7,12+0,01 | 7,11+0,03 | 4,91+0,03 | 1,2 + 8,50+0,01 0 |0,07+0,01 | 0,01 | 0,49+0,01 | 0,52+0,03
34 7,40+0,02 | 6,71+0,04 | 6,41+0,03 | 6,31+0,01 | 4,22+0,01 | 4,7 + 8,37+0,00 0 |0,71+0,01 | 0,02 | 1,22+0,01 | 1,72+0,03
39 7,41+0,02 | 7,39+0,04 | 7,20+0,02 | 7,17+0,01 | 4,91+0,01 | 5,7 + 8,50+0,02 0 |0,31+0,04 | 0,04 | 0,45+0,03 | 0,52+0,02
41 7,23+0,01 | 7,11+0,01 | 6,69+0,01 | 5,72+0,02 | 4,19+0,02 | 0,9 + 8,83+0,01 0 |0,09+0,01 | 0,01 | 0,71+0,01 | 1,05+0,01
46 7,23+0,01 | 6,71+0,01 | 5,59+0,01 | 4,97+0,02 | 4,32+0,02 | 0,2 + 8,76%0,02 0 |0,82+0,02 | 0,04 | 1,65+0,02 | 2,48+0,03
47 7,72+0,01 | 7,74+0,01 | 7,81+0,01 | 7,81+0,01 | 6,22+0,02 | 0,2 + 6,44+0,06 0 |0,01+0,01 | 0,03 | 1,00+0,01 | 1,99+0,01
48 7,73+0,01 | 7,75+0,02 | 7,86+0,01 | 7,89+0,02 | 7,94+0,01 | 0,1 + 8,83+0,01 0 |0,01+0,01 | 0,01 | 0,12+0,01 | 0,12+0,01
53 7,50+0,01 | 6,96+0,02 | 6,97+0,01 | 6,94+0,02 | 4,12+0,01 | 3,6 + 8,72+0,00 0 | 0,04+0,01 | 0,01 | 0,13+0,02 | 0,29+0,01
55 7,31+0,01 | 6,58+0,02 | 5,30+0,03 | 4,51+0,01 | 4,00+0,01 | 0,5 + 8,60+0,01 0 |0,97+0,03 | 0,02 | 1,89+0,03 | 2,84+0,01
66 7,69+0,01 | 7,63+0,01 | 6,98+0,01 | 6,75+0,02 | 4,42+0,02 | 1,5 + 8,64+0,01 0 |0,45+0,01 | 0,24 | 0,74+0,01 | 0,93+0,02
79 6,85+0,02 | 5,68+0,02 | 4,73+0,03 | 4,48+0,02 | 4,08+0,01 | 1,8 + 8,81+0,04 0 |0,43+0,01 | 0,02 | 0,87+0,03 | 1,30+0,03
80 6,87+0,03 | 5,53+0,01 | 4,71+0,01 | 4,49+0,02 | 4,03+0,01 | 24 + 8,32+0,02 0 |0,52+0,01 | 0,01 | 1,04+0,02 | 1,60+0,03
81 7,26+0,03 | 5,81+0,02 | 4,68+0,02 | 4,37+0,02 | 4,05+0,02 | 3,2 + 8,69+0,01 0 |0,53+0,02 | 0,01 | 1,02+0,02 | 1,59+0,02
82 7,21+0,02 | 7,25+0,02 | 7,47+0,02 | 7,56+0,01 | 7,60+0,02 | 0,2 + 8,66+0,03 0 | 0,54+0,01 | 0,03 | 0,65+0,02 | 0,72+0,02
83 7,21+0,02 | 6,84+0,01 | 6,20+0,02 | 5,27+0,02 | 4,21+0,04 | 1,4 + 8,89+0,03 0 |1,284+0,03 | 0,01 | 2,51+0,04 | 3,74+0,04
84 7,12+0,01 | 7,13+0,01 | 7,21+0,01 | 7,35+0,02 | 6,65+0,01 | 1,6 + 8,47+0,04 0 | 0,14+0,01 | 0,03 | 0,51+0,01 | 0,64+0,01
113 7,21+0,02 | 6,37+0,01 | 5,02+0,03 | 4,48+0,04 | 4,00+0,03 | 1,7 + 8,72+0,01 0 |1,25+0,03 | 0,03 | 2,48+0,02 | 3,61+0,02
114 6,97+0,02 | 6,66+0,02 | 6,49+0,02 | 6,33+0,02 | 4,15+0,03 | 0,5 + 7,39+0,02 0 | 0,24+0,03 | 0,02 | 0,37+0,02 | 0,83+0,04
121 6,95+0,02 | 6,42+0,03 | 6,16+0,03 | 5,96+0,02 | 4,87+0,02 | 0,4 + 8,70+0,01 0 | 0,26+0,04 | 0,05 | 0,61+0,01 | 0,82+0,02
122 7,12+0,01 | 6,66+0,02 | 6,38+0,01 | 6,21+0,02 | 4,73+0,02 | 0,1 + 8,00+0,06 0 |0,47+0,01 | 0,05 | 0,69+0,02 | 1,38+0,01
123 7,19+0,01 | 7,12+0,02 | 6,71+0,02 | 6,35+0,02 | 4,54+0,01 | 0,8 + 8,73+0,02 0 |0,48+0,01 | 0,02 | 1,03+0,03 | 1,58+0,03
124 7,13+0,02 | 6,57+0,05 | 5,15+0,02 | 4,71+0,03 | 4,02+0,01 | 0,1 + 8,69+0,05 0 |1,19+0,01 | 0,02 | 2,39+0,02 | 3,58+0,02




78

Tabela 03. Testes de tolerancia a NaCl (ODsgsnm), em diferentes concentragdes
apos 6h e 24h de incubacéo de BAL selecionadas, isoladas de fermentos naturais
do estado da Paraiba.

Cepas 2% 4% 6% Controle

6h 24h 6h 24h 6h 24h 6h 24h
32 151 7,31 0,51 6,76 0,11 4,90 1,67 4,99
34 0,99 6,92 0,31 8,40 0,05 4,82 1,53 6,32
39 1,15 7,76 0,32 7,17 0,05 4,80 1,67 7,30
41 1,18 7,76 0,49 6,65 0,15 5,92 1,59 8,10
47 1,22 11,81 0,45 11,90 0,11 11,70 1,77 11,91
53 1,19 12,18 0,55 11,64 0,10 9,87 1,77 12,76
66 0,68 9,97 0,22 8,12 0,01 5,68 1,04 8,83
79 0,50 11,39 0,22 11,70 0,06 9,16 0,87 11,73
80 1,25 10,15 0,39 10,87 0,05 8,01 1,58 10,19
81 1,94 12,75 0,84 12,65 0,00 8,64 2,19 12,18
82 0,56 6,29 0,26 5,03 0,00 3,65 0,59 7,34
83 0,53 10,15 0,36 9,30 0,03 5,25 0,69 10,79
84 0,71 10,99 0,31 10,35 0,03 8,08 0,72 11,12
113 2,01 10,62 0,64 10,07 0,06 8,49 2,61 10,99
114 1,82 10,20 0,66 9,51 0,06 6,55 1,91 10,63
121 1,71 10,13 0,52 11,38 0,00 5,64 1,81 9,45
123 1,10 9,73 0,17 10,57 0,04 4,60 1,30 7,75

Fonte: Dados da pesquisa (2024)

Tabela 04. Testes de tolerancia a sacarose (ODsgsnm), em diferentes
concentracfes apos 6h e 24h de incubacédo de BAL selecionadas, isoladas de
fermentos naturais do estado da Paraiba.

Cepas 20% 30% Controle
6h 24h 6h 24h 6h 24h
32 0,85 7,51 0,65 6,73 1,82 5,20
34 0,53 7,48 0,18 6,88 1,22 6,97
39 0,93 6,48 0,55 5,84 1,99 5,59
41 0,34 6,53 0,18 6,97 1,04 9,01
47 0,39 10,05 0,23 9,23 1,44 10,08
53 0,21 11,69 0,11 11,02 0,58 11,68
66 0,33 9,06 0,15 7,71 0,67 6,25
79 0,45 7,68 0,24 8,57 1,27 9,96
80 0,09 9,97 0,04 9,19 0,15 9,47
81 0,12 12,01 0,06 10,27 0,28 11,56
82 0,60 5,89 0,28 5,58 0,83 7,99
83 0,42 8,48 0,21 7,76 0,76 10,30
84 0,43 4,30 0,22 4,01 0,70 6,45
113 0,47 6,91 0,27 6,78 1,42 6,74
114 0,53 5,66 0,32 6,02 1,12 6,26
121 0,41 5,59 0,24 6,23 1,00 5,23
123 0,11 4,82 0,12 5,56 0,20 4,87

Fonte: Dados da pesquisa (2024)
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Tabela 05. Testes de tolerancia a diferentes pHs (ODsesnm), ap0s 6h e 24h de
incubacdo de BAL selecionadas, isoladas de fermentos naturais do estado da

Paraiba.
Cepas 3,5% 4,5% 5,5% Controle

6h 24h 6h 24h 6h 24h 6h 24h
32 0,10 0,18 0,30 2,53 1,09 2,90 1,36 4,54
34 0,19 0,31 0,36 3,32 1,11 3,42 1,25 5,94
39 0,18 0,23 0,43 3,31 1,32 4,81 1,54 6,36
41 0,22 0,39 0,55 4,65 1,85 6,52 2,05 6,56
47 0,12 5,73 0,41 6,05 1,40 9,11 1,60 8,53
53 0,17 1,29 0,80 7,83 2,18 9,87 2,55 8,74
66 0,14 0,30 0,50 4,80 1,23 5,15 1,58 6,19
79 0,10 0,10 0,21 5,15 0,57 7,74 0,59 7,70
80 0,11 0,11 0,25 4,87 0,73 7,25 0,83 8,91
81 0,08 0,33 0,47 5,37 0,97 7,87 1,61 12,03
82 0,07 0,22 0,29 2,82 0,46 4,76 0,73 6,28
83 0,11 0,31 0,34 3,49 0,56 6,55 0,74 8,08
84 0,10 0,38 0,33 3,87 0,53 6,48 0,81 7,93
113 0,07 0,40 0,59 6,48 1,52 7,77 2,73 7,76
114 0,09 0,21 0,57 2,68 1,05 2,72 1,92 4,19
121 0,10 0,40 0,58 4,16 1,24 5,52 1,89 4,63
123 0,09 0,18 0,70 2,79 1,23 3,37 1,86 4,10

Fonte: Dados da pesquisa (2024)

Tabela 06. Testes de tolerancia a etanol (ODsgsnm), em diferentes concentragdes
apos 6h e 24h de incubacédo de BAL selecionadas, isoladas de fermentos naturais
do estado da Paraiba.

Cepas 2% 4% 6% Controle

6h 24h 6h 24h 6h 24h 6h 24h
32 0,98 5,27 0,68 5,53 0,49 4,16 1,53 4,69
34 1,92 5,32 1,41 6,42 1,00 4,67 2,49 6,41
39 0,09 0,17 0,02 0,06 0,02 0,05 0,01 3,42
41 1,91 7,71 1,00 7,44 0,65 7,21 2,26 9,30
47 2,13 9,38 1,39 8,84 1,01 9,03 2,18 10,34
53 0,70 10,82 0,92 11,35 0,31 9,12 0,59 8,54
66 0,88 7,41 0,21 5,88 0,10 3,72 1,03 7,78
79 1,66 7,22 0,95 8,39 0,67 8,79 1,85 8,67
80 0,22 9,62 0,25 10,17 0,10 7,97 0,34 9,09
81 0,40 11,00 0,47 11,09 0,17 8,75 0,47 10,81
82 1,00 10,22 0,62 9,84 0,42 9,71 1,20 10,58
83 0,81 10,40 0,43 9,92 0,27 10,38 0,88 11,59
84 0,68 8,61 0,40 6,36 0,26 3,89 0,66 9,08
113 1,01 8,18 0,49 7,34 0,33 7,04 1,59 9,47
114 1,11 6,25 0,03 4,14 0,01 2,98 0,02 7,15
121 1,12 5,82 0,43 5,26 0,28 3,69 1,26 6,20
123 0,24 7,53 0,07 6,12 0,06 4,30 0,35 9,30

Fonte: Dados da pesquisa (2024)
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Figura 01. Analise dos Componentes Principais das cepas BAL em Func¢éo dos

Testes de Tolerancia
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Tabela 07. Identificacdo de BAL de diferentes regifes climaticas da Paraiba por

espectrometria de massa MALDI-TOF

Cepas Amostra Identificacao

26 Joé&o Pessoa (Umida) Lactiplantibacillus plantarum

27 Jodo Pessoa (Umida) Lactiplantibacillus plantarum

32 Jo&o Pessoa (Umida) Companilactobacillus paralimentarius
34 Jo&o Pessoa (Umida) Companilactobacillus paralimentarius
39 Jodo Pessoa (Umida) Companilactobacillus paralimentarius
41 Jo&o Pessoa (Umida) Companilactobacillus paralimentarius
46 Jodo Pessoa (Umida) Companilactobacillus paralimentarius
a7 Jo&o Pessoa (Umida) Lactiplantibacillus plantarum

48 Jodo Pessoa (Umida) Lactiplantibacillus plantarum

53 Jo&o Pessoa (Umida) Lactiplantibacillus plantarum

55 Jodo Pessoa (Umida) Companilactobacillus paralimentarius
66 Jodo Pessoa (Umida) Companilactobacillus paralimentarius
79 Solénea (Subimida) Lactiplantibacillus plantarum

80 Solanea (Subumida) Lactiplantibacillus plantarum

81 Solénea (Subimida) Lactiplantibacillus plantarum

82 Solanea (Subumida) Lactiplantibacillus plantarum

83 Solénea (Subumida) Levilactobacillus brevis

84 Solanea (Subumida) Levilactobacillus brevis

113 Cajazeiras (Semiarida) Lactiplantibacillus plantarum

114 Cajazeiras (Semiarida) Lactiplantibacillus plantarum

121 Cajazeiras (Semiarida) Levilactobacillus brevis

122 Cajazeiras (Semiarida) Companilactobacillus paralimentarius
123 Cajazeiras (Semiarida) Levilactobacillus brevis

124 Cajazeiras (Semiarida)

Lactiplantibacillus plantarum
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APENDICE B

Imagem 02 — Fluxograma das amostras de Fermento Natural — Cromatogramas

Fermento Natural

{ !

-
| | | 1

Acidos Orginicos + Carboidratos | | Perfil de Fenolicos | | Acidos Organicos + Carboidratos | | Perfil de Fenolicos |
[on | [sn] [2am] [on] [sn] [2an] [on]| [sn] [2an] [on] [sa] [2m]

| | l l |

[ Amostra 11 | [ Amostra 16 | [ Amostra 14 | [ Amostra 19 | l
| Amostra 10 | | Amostra 15 | | Amostra 17 | [ Amostra 13 |

Fonte: Autoria propria (2024)



Data File C:\Chem32\...FPB\padroes_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26\OnlineEdited--009.D
Sample Name: 9

Acq. Operator

Acq.

Acq. Method

Instrument :
Injection Date

Last changed

Analysis Method :

Last changed

: Marcos Santos Seq. Line : 9
HPLC-DAD-RID Location : 9
1 6/17/2024 2:52:26 PM Inj : 1

Inj Volume : 10.000 ul

= C:\Chem32\1\Data\AmostrasUFPB\padroes_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26

\Acids-UFPB.M

: 6/17/2024 2:37:32 PM by Marcos Santos

C:\Chem32\1\Data\AmostrasUFPB\padroes_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26
\Acids-UFPB.M (Sequence Method)

: 6/17/2024 5:50:57 PM by Marcos Santos

(modified after loading)

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off (AmostrasUFPB\padroes_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26\OnlineEdited--009.D)
mAU N
10
8*: é
6 2
1 ~
4 ™
] S
2
0
0 > 4 6 8 10 12 14 min
RID1 A, Refractive Index Signal (AmostrasUF...es_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26\OnlineEdited--009.D)
nRIU - s
40000
30000
: 3 3 & g
20000 ] e S g g
] [t 2 2 [O)
1 = O I .
10000 [To) o)) o~ Ao o CLI o clu cll ~ 5' 2 ﬂg % E‘)g% @
] @ 2 83 NPT s 9 3 9 & PRt =% exd €
0l .S N @ <<, 18 6 N N ® & 2.8 23 3 ag3 3
o > 4 6 101 14 min
External Standard Report
Sorted By Signal
Calib. Data Modified 6/17/2024 5:50:56 PM
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [mAU*s] [0/L]
——————— e e B I B
6.660 - - - Citric
6.986 - - - Tartaric
7.690 - - - Malic
9.156 - - - Succinic
9.944 - - - Lactic
10.377 BB 27.05752 8.24303e-4 2.23036e-2 Formic
HPLC-DAD-RID 6/17/2024 5:55:50 PM Marcos Santos Page 1 of 2



Data File C:\Chem32\...FPB\padroes_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26\OnlineEdited--009.D

Sample Name: 9

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [mAU*s] [0/L]
——————— I B B e e
11.510 - - - Acetic
13.594 - - - Propionic
16.624 - - - Butyric
Totals : 2.23036e-2

Signal 2: RID1 A, Refractive Index Signal

RetTime Type Area Amt/Area Amount  Grp Name
[min] [NRIU*s] [0/L]
——————— I I et B ]
6.612 VW E  6118.11768 0.00000 0.00000 Maltose
7.649 BV 984.13849 8.08662e-6 7.95836e-3 Glucose
8.122 VB 2720.92236 2.08818e-5 5.68177e-2 Fructose
8.590 - - - Rhamnose
10.561 VB 409.65244 1.92260e-5 7.87597e-3 Glycerol
16.824 - - - Ethanol
Totals : 7.26520e-2

4 Warnings or Errors :

Warning :
Warning :
Warning :
Warning :

Calibration warnings (see calibration table listing)
Calibrated compound(s) not found

Elution order of calibrated compounds may have changed
Negative results set to zero (cal. curve intercept), (Maltose)

*** End of Report ***

HPLC-DAD-RID 6/17/2024 5:55:50 PM Marcos Santos

Page

2 of 2



Data File C:\Chem32\...FPB\padroes_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26\OnlineEdited--010.D
Sample Name: 10

Acq. Operator : Marcos Santos Seq. Line : 10
Acq. Instrument : HPLC-DAD-RID Location : 10
Injection Date : 6/17/2024 3:08:25 PM Inj : 1
Inj Volume : 10.000 ul
Acq. Method = C:\Chem32\1\Data\AmostrasUFPB\padroes_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26
\Acids-UFPB_M
Last changed : 6/17/2024 2:37:32 PM by Marcos Santos

Analysis Method : C:\Chem32\1\Data\AmostrasUFPB\padroes_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26
\Acids-UFPB.M (Sequence Method)

Last changed : 6/17/2024 5:50:57 PM by Marcos Santos
(modified after loading)

Additional Info : Peak(s) manually integrated

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off (AmostrasUFPB\padroes_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26\OnlineEdited--010.D)
mAU ]
6
] Q
| o o
E g £
J . o
] 8 R o
3 o 3 ®
] s &
27
0 ‘
0 ) i : : 10 i fs i
RID1 A, Refractive Index Signal (AmostrasUF...es_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26\OnlineEdited--010.D)
nRIU @
14000 -
12000
10000 | ° _
] (%] o @ o
8000 L a2 8 g
[ o © >
6000 = s 3 3
] ' O ;
4000 = Co ™ © a0 9 o
] ) ) —
04— B M 2 2@ —r SELATE & N
0 > 4 6 8 10 12 14 min
External Standard Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : 6/17/2024 5:50:56 PM
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000
Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off
RetTime Type Area Amt/Area Amount  Grp  Name
[min] [mAU*s] [9/L]
——————— e o el
6.660 - - - Citric
6.986 - - - Tartaric
7.690 - - - Malic
9.156 - - - Succinic
9.864 MM T 44 .40947 2.20435e-3 9.78939%e-2 Lactic
HPLC-DAD-RID 6/17/2024 5:56:00 PM Marcos Santos Page 1 of 2



Data File C:\Chem32\...FPB\padroes_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26\OnlineEdited--010.D
Sample Name: 10

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [mAU*s] [0/L]
——————— L ] e e e
10.342 MM T 38.27892 7.89359e-4 3.02158e-2 Formic
11.510 - - - Acetic
13.594 - - - Propionic
16.624 - - - Butyric
Totals : 1.28110e-1

Signal 2: RID1 A, Refractive Index Signal

RetTime Type Area Amt/Area Amount  Grp Name
[min] [NRIU*s] [0/L]
——————— I B e e I
6.614 BB 1.38879e4 6.55653e-7 9.10564e-3 Maltose
7.627 BV 976.86780 8.06973e-6 7.88306e-3 Glucose
8.081 VB 934.77362 4.47923e-5 4.18707e-2 Fructose
8.590 - - - Rhamnose
10.508 VB 394.79254 1.96017e-5 7.73860e-3 Glycerol
16.824 - - - Ethanol
Totals : 6.65979e-2

3 Warnings or Errors :

Warning : Calibration warnings (see calibration table listing)
Warning : Calibrated compound(s) not found
Warning : Elution order of calibrated compounds may have changed

*** End of Report ***

HPLC-DAD-RID 6/17/2024 5:56:00 PM Marcos Santos Page 2 of 2



Data File C:\Chem32\...FPB\padroes_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26\OnlineEdited--011.D

Sample Name: 11

Acq. Operator

Acq. Instrument :

Injection Date
Acq. Method

Last changed

Analysis Method :

Last changed

Additional Info :

: Marcos Santos Seq. Line : 11
HPLC-DAD-RID Location : 11
1 6/17/2024 3:24:23 PM Inj : 1

Inj Volume : 10.000 ul

\Acids-UFPB.M

: 6/17/2024 3:35:35 PM by Marcos Santos

(modified after loading)

= C:\Chem32\1\Data\AmostrasUFPB\padroes_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26

C:\Chem32\1\Data\AmostrasUFPB\padroes_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26

\Acids-UFPB.M (Sequence Method)

: 6/17/2024 5:50:57 PM by Marcos Santos

(modified after loading)
Peak(s) manually integrated

N

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off (AmostrasUFPB\padroes_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26\OnlineEdited--011.D)

mAU ] 2 o
1 3
4 o
3-
2-
1
0-
0 2 4 6 8 10 12 14 16 min
RID1 A, Refractive Index Signal (AmostrasUF...es_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26\OnlineEdited--011.D)
nRIU 2
20000
17500 -
15000 |
3 (]
12500 - 3 o © =
10000 § g L =
3 . S S =
50007 P v 6 T e 8 2 LR 2 L K B
2500 N o 8 9 g S N qored-l & N @ @
z sk s/ 23 & s N oy 3 w8 g
0 T T [l T (I - 1 I I T T T T | - ]
0 2 4 6 ‘ 10 12 14 16 min
External Standard Report
Sorted By Signal
Calib. Data Modified 6/17/2024 5:50:56 PM
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [mAU*s] [0/L]
——————— e B ] B B B
6.660 - - - Citric
6.986 - - - Tartaric
7.690 - - - Malic
9.156 - - - Succinic
HPLC-DAD-RID 6/17/2024 5:56:13 PM Marcos Santos Page 1 of 2



Data File C:\Chem32\...FPB\padroes_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26\OnlineEdited--011.D
Sample Name: 11

RetTime Type Area

[m

9
10
11
13
16

in] [mAU*s]

879 WM T
2199 MM T
.510 -
.594 -
.624 -

Totals :

Amt/Area

Amount

49.89435 2.42424e-3 1.20956e-1
26.42119 8.27173e-4 2.18549e-2

1.42811e-1

Signal 2: RID1 A, Refractive Index Signal

RetTime Type Area

[m

in] [NRIU*s]

Amt/Area

Amount

Formic
Acetic
Propionic
Butyric

.618 BB
.634 BV
-126 VB
-590 -
.606 -
.607 VBA 3217.14429

Totals :

4 Warnings or Errors :

Warning :
Warning :
Warning :
Warning :

0.00000

3.42918e4 7.28850e-6 2.49936e-1
1092.39099 8.31158e-6 9.07950e-3
2243.39600 2.35454e-5 5.28216e-2

0.00000

3.11837e-1

Maltose
Glucose
Fructose
Rhamnose
Glycerol
Ethanol

Calibration warnings (see calibration table listing)
Calibrated compound(s) not found
Elution order of calibrated compounds may have changed

Negative results set to zero (cal. curve intercept), (Ethanol)

*** End of Report ***

HPLC-DAD-RID 6/17/2024 5:56:13 PM Marcos Santos

Page

2 of 2



Data File C:\Chem32\...FPB\padroes_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26\OnlineEdited--012.D
Sample Name: 12

Acq. Operator : Marcos Santos Seq. Line : 12
Acq. Instrument : HPLC-DAD-RID Location : 12
Injection Date : 6/17/2024 3:42:50 PM Inj : 1
Inj Volume : 10.000 ul
Acq. Method = C:\Chem32\1\Data\AmostrasUFPB\padroes_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26
\Acids-UFPB_M
Last changed : 6/17/2024 3:50:04 PM by Marcos Santos

(modified after loading)

Analysis Method : C:\Chem32\1\Data\AmostrasUFPB\padroes_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26
\Acids-UFPB.M (Sequence Method)

Last changed : 6/17/2024 5:50:57 PM by Marcos Santos
(modified after loading)

Additional Info : Peak(s) manually integrated

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off (AmostrasUFPB\padroes_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26\OnlineEdited--012.D)

mAU 3 2
20
175
15
12,5
10
7.5
5-
2.5

0-
\ \ \ \

9.893 - Lactic

T
0 2 4 6 8 10 12 14

min

RID1 A, Refractive Index Signal (AmostrasUF...es_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26\OnlineEdited--012.D)
nRIU &

6.614 - Maltose

8.123 - Fructose
10.549 - Glycerol

)
(=)
S
S
|
0.551
8.978
9.846
10.197

14951
15.304

41.170

1.520
| 7.639 - Glucose
411864

12.381

15 048

o
N
IN
o
o |
=
o
=
N
=
~

min

External Standard Report

Sorted By : Signal

Calib. Data Modified : 6/17/2024 5:50:56 PM
Multiplier : 1.0000

Dilution : 1.0000

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [mAU*s] [0/L]

6.660 - - - Citric
6.986 - - - Tartaric
7.690 - - - Malic
9.156 - - - Succinic

HPLC-DAD-RID 6/17/2024 5:56:27 PM Marcos Santos Page

1 of 2



Data File C:\Chem32\...FPB\padroes_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26\OnlineEdited--012.D

Sample Name: 12

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [mAU*s] [0/L]

9.893 MM T 237.43173 3.83053e-3 9.09490e-1 Lactic
10.352 MM T 100.31541 7.37254e-4 7.39579%e-2 Formic

11.510 - - - Acetic

13.594 - - - Propionic

16.624 - - - Butyric
Totals : 9.83448e-1

Signal 2: RID1 A, Refractive Index Signal

RetTime Type Area Amt/Area Amount  Grp Name
[min] [NRIU*s] [9/L]
——————— I B e e ]
6.614 VW E  2.76567e4 6.20539e-6 1.71620e-1 Maltose
7.639 VW E  3817.57007 9.77153e-6 3.73035e-2 Glucose
8.123 VB E  5576.41260 1.44740e-5 8.07132e-2 Fructose
8.590 - - - Rhamnose
10.549 VB 474.19986 1.78673e-5 8.47268e-3 Glycerol
16.824 - - - Ethanol
Totals : 2.98110e-1

3 Warnings or Errors :

Warning : Calibration warnings (see calibration table listing)
Warning : Calibrated compound(s) not found
Warning : Elution order of calibrated compounds may have changed

*** End of Report ***

HPLC-DAD-RID 6/17/2024 5:56:27 PM Marcos Santos
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Data File C:\Chem32\...FPB\padroes_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26\OnlineEdited--013.D
Sample Name: 13

Acq. Operator : Marcos Santos Seq. Line : 13
Acq. Instrument : HPLC-DAD-RID Location : 13
Injection Date : 6/17/2024 3:59:47 PM Inj : 1
Inj Volume : 10.000 ul
Acq. Method = C:\Chem32\1\Data\AmostrasUFPB\padroes_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26
\Acids-UFPB_M
Last changed : 6/17/2024 3:50:04 PM by Marcos Santos

Analysis Method : C:\Chem32\1\Data\AmostrasUFPB\padroes_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26
\Acids-UFPB.M (Sequence Method)

Last changed : 6/17/2024 5:50:57 PM by Marcos Santos
(modified after loading)

Additional Info : Peak(s) manually integrated

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off (AmostrasUFPB\padroes_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26\OnlineEdited--013.D)
mAU 1 7o)
5
. Q
4 2 E
] c @
34 - N @rﬁb
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RID1 A, Refractive Index Signal (AmostrasUF...es_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26\OnlineEdited--013.D)
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External Standard Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : 6/17/2024 5:50:56 PM
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000
Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off
RetTime Type Area Amt/Area Amount  Grp  Name
[min] [mAU*s] [9/L]
——————— e o el
6.660 - - - Citric
6.986 - - - Tartaric
7.690 - - - Malic
9.156 - - - Succinic
9.880 BB 11.18812 0.00000 0.00000 Lactic

HPLC-DAD-RID 6/17/2024 5:56:39 PM Marcos Santos Page 1 of 2



Data File C:\Chem32\...FPB\padroes_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26\OnlineEdited--013.D
Sample Name: 13

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [mAU*s] [0/L]
——————— I B I e ]
10.374 WM T 19.48226 8.70651e-4 1.69622e-2 Formic
11.510 - - - Acetic
13.594 - - - Propionic
16.624 - - - Butyric
Totals : 1.69622e-2
Signal 2: RID1 A, Refractive Index Signal
RetTime Type Area Amt/Area Amount  Grp Name
[min] [NRIU*s] [0/L]
——————— I S B e e
6.612 BB 2.56376e4 5.76455e-6 1.47789%e-1 Maltose
7.623 BV 1438.25867 8.80340e-6 1.26616e-2 Glucose
8.095 VB 2702.44043 2.09673e-5 5.66630e-2 Fructose
8.590 - - - Rhamnose
10.532 VB 1056.63354 1.31143e-5 1.38570e-2 Glycerol
16.824 - - - Ethanol
Totals : 2.30971e-1
4 Warnings or Errors :
Warning : Calibration warnings (see calibration table listing)
Warning : Calibrated compound(s) not found
Warning : Elution order of calibrated compounds may have changed
Warning : Negative results set to zero (cal. curve intercept), (Lactic)

*** End of Report ***

HPLC-DAD-RID 6/17/2024 5:56:39 PM Marcos Santos
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Data File C:\Chem32\...FPB\padroes_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26\OnlineEdited--014.D
Sample Name: 14

Acq. Operator : Marcos Santos Seq. Line : 14
Acq. Instrument : HPLC-DAD-RID Location : 14
Injection Date : 6/17/2024 4:16:43 PM Inj : 1
Inj Volume : 10.000 ul
Acq. Method = C:\Chem32\1\Data\AmostrasUFPB\padroes_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26
\Acids-UFPB_M
Last changed : 6/17/2024 3:50:04 PM by Marcos Santos

Analysis Method : C:\Chem32\1\Data\AmostrasUFPB\padroes_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26
\Acids-UFPB.M (Sequence Method)

Last changed : 6/17/2024 5:50:57 PM by Marcos Santos
(modified after loading)

Additional Info : Peak(s) manually integrated

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off (AmostrasUFPB\padroes_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26\OnlineEdited--014.D)
mAU 1 L2
16 |
4 Q
14 e £
J a o
12 g = $§L
2 g @
83 N 2 &
6 N
J [Te]
4
2
0 8 I
0 2 4 6 8 10 12 14
RID1 A, Refractive Index Signal (AmostrasUF...es_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26\OnlineEdited--014.D)
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External Standard Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : 6/17/2024 5:50:56 PM
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000
Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off
RetTime Type Area Amt/Area Amount  Grp  Name
[min] [mAU*s] [9/L]
——————— I el Bl I
6.815 BB 1223.10950 1.40792e-3 1.72203 Citric
6.986 - - - Tartaric
7.690 - - - Malic
9.156 - - - Succinic
9.897 BB 17.56010 0.00000 0.00000 Lactic

HPLC-DAD-RID 6/17/2024 5:56:51 PM Marcos Santos Page 1 of 2



Data File C:\Chem32\...FPB\padroes_acidos_acucares 2024-06-17 12-22-26\OnlineEdited--014.D
Sample Name: 14

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [mAU*s] [0/L]
——————— I B ] B ]
10.491 MM T 65.90716 7.54039%-4 4.96966e-2 Formic
11.510 - - - Acetic
13.594 - - - Propionic
16.624 - - - Butyric
Totals : 1.77173
Signal 2: RID1 A, Refractive Index Signal
RetTime Type Area Amt/Area Amount  Grp Name
[min] [NRIU*s] [0/L]
——————— L B S B e
6.618 BV R 4.04826e4 7.97890e-6 3.23007e-1 Maltose
7.609 VW E  2277.65161 9.37586e-6 2.13549e-2 Glucose
8.108 VB E  2820.59839 2.04396e-5 5.76518e-2 Fructose
8.590 - - - Rhamnose
10.606 - - - Glycerol
16.824 - - - Ethanol
Totals : 4.02013e-1
4 Warnings or Errors :
Warning : Calibration warnings (see calibration table listing)
Warning : Calibrated compound(s) not found
Warning : Elution order of calibrated compounds may have changed
Warning : Negative results set to zero (cal. curve intercept), (Lactic)

*** End of Report ***

HPLC-DAD-RID 6/17/2024 5:56:51 PM Marcos Santos
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Data File C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\001-0101.D

Sample Name:

15

Acq. Operator
Acq. Instrument :
Injection Date

Acq. Method
Last changed

Analysis Method :

Last changed
Sample Info

: Marcos Santos Seq. Line : 1
HPLC-DAD Location : 1
1 7/25/2024 3:50:31 PM Inj : 1

Inj Volume : 10.000 ul

: C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\Phenolics 3 .M
: 7/25/2024 3:53:23 PM by Marcos Santos

(modified after loading)
C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\Phenolics 3 .M (Sequence
Method)

: 7/26/2024 4:30:01 PM by Marcos Santos
: 15-20 Angela UFPB

DAD1 A, Sig=280,4 Ref=off (UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\001-0101.D)
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DADL1 B, Sig=220,4 Ref=off (UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\001-0101.D)
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DADL1 D, Sig=360,4 Ref=off (UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\001-0101.D)
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Data File C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\001-0101.D

Sample Name: 15

DADL1 E, Sig=520,4 Ref=off (UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\001-0101.D)

mAU 1 8§
19
1 P
1 ﬁg
] (@]
E (w \‘ ‘ " o " e AL i oy
-1 “‘
PERN
3 \ \ \ \ L \ 1
0 2.5 5 7.5 10 125 15 17.5 min
External Standard Report
Sorted By Signal
Calib. Data Modified 7/26/2024 4:29:56 PM
Multiplier 1.0000
Dilution : 1.0000
Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: DAD1 A, Sig=280,4 Ref=off
RetTime Type Height Amt/Height Amount Name
[min] [mAU] [mg/L]
——————— e o el
2.170 - - - Gallic acid
3.351 - - - 3,4-dihydroxybenzoic acid
6.550 - - - 4-hydroxybenzoic acid
6.550 - - - Vanillic acid
8.180 - - - Syringic acid
16.760 - - - Naringin
17.330 - - - Hesperidin
17.850 - - - t-cinnamic acid
18.040 - - - cis-Resveratrol
19.230 - - - Naringenin
20.070 - - - Hesperitin
Totals : 0.00000
Signal 2: DAD1 B, Sig=220,4 Ref=off
RetTime Type Height Amt/Height Amount Grp Name
[min] [mAU] [mg/L]
——————— e e Il B B
1.483 BB 3.90247 6.86696e-2 2.67981le-1 Fumaric acid
5.080 - - - Procyanidin Bl
5.513 BB 1.86096 1.47059e-1 2.73670e-1 Epigallocatechin gallate
5.790 - - - Catechin
7.170 - - - Procyanidin B2
8.820 - - - Epicatechin
11.870 - - - Epicatehin gallate
12.890 - - - Procyanidin A2
HPLC-DAD 7/26/2024 4:30:27 PM Marcos Santos Page 2 of 4



Data File C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\001-0101.D
Sample Name: 15

RetTime Type Height Amt/Height Amount Grp Name
[min] [mAU] [mg/L]

Totals : 5.41651e-1

Signal 3: DAD1 C, Sig=320,4 Ref=off

RetTime Type Height Amt/Height Amount Grp Name

[min] [mAU] [mg/L]

——————— e o el
5.060 - - - Caftaric acid
6.770 - - - Caffeic acid
6.850 - - - Chlorogenic acid
7.770 - - - Vanillin
9.380 - - - p-coumaric acid

11.470 - - - Ferulic acid
16.210 - - - t-Resveratrol
Totals : 0.00000

Signal 4: DAD1 D, Sig=360,4 Ref=off

RetTime Type Height Amt/Height Amount Grp Name

[min] [mAU] [mg/L]
——————— e o e Il B —
10.450 - - - O-Vanillin
14.020 - - - Myricetin
16.420 - - - Quercetin 3-glucoside
16.580 - - - Rutin
17.870 - - - Kaempferol 3-glucoside
18.230 - - - Isorhamnetin
19.250 - - - Quercetin hydrate
Totals : 0.00000

Signal 5: DAD1 E, Sig=520,4 Ref=off

RetTime Type Height Amt/Height Amount Grp Name

[min] [mAU] [mg/L]
——————— e B B e e
8.720 - - - Cyanidin 3,5-diglucoside
9.920 - - - Pelargonidin 3,5-diglucoside
10.130 - - - Delphinidin 3-glucoside
11.510 - - - Cyanidin 3-glucoside
12.260 - - - Malvidin 3,5-diglucoside
12.880 - - - Pelargonidin 3-glucoside
14.260 - - - Peonidin 3-glucoside
15.260 - - - Malvidin 3-glucoside
Totals : 0.00000

HPLC-DAD 7/26/2024 4:30:27 PM Marcos Santos
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Data File C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\001-0101.D
Sample Name: 15

2 Warnings or Errors :

Warning : Calibration warnings (see calibration table listing)
Warning : Calibrated compound(s) not found

*** End of Report ***

HPLC-DAD 7/26/2024 4:30:27 PM Marcos Santos Page 4 of 4



Data File C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\002-0201.D
Sample Name: 16

Acq. Operator : Marcos Santos Seq. Line : 2
Acq. Instrument : HPLC-DAD Location : 2
Injection Date : 7/25/2024 4:17:27 PM Inj : 1
Inj Volume : 10.000 ul
Acq. Method : C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\Phenolics 3 .M
Last changed : 7/25/2024 3:53:23 PM by Marcos Santos
Analysis Method : C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\Phenolics 3 .M (Sequence
Method)
Last changed : 7/26/2024 4:31:24 PM by Marcos Santos

(modified after loading)
DAD1 A, Sig=280,4 Ref=0ff (UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\002-0201.D)

L e L A S S T T S e L A S L e B A
25 5 7.5 10 12.5 15 17.5 min

DAD1 B, Sig=220,4 Ref=off (UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\002-0201.D)
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Data File C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\002-0201.D

Sample Name: 16

DADL1 E, Sig=520,4 Ref=off (UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\002-0201.D)
mAU ]
1] e
14 — g
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PER
3 7: | I I I I i I i I i I
0 2.5 5 7.5 10 125 15 17.5 min
External Standard Report
Sorted By Signal
Calib. Data Modified 7/26/2024 4:31:24 PM
Multiplier 1.0000
Dilution : 1.0000
Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: DAD1 A, Sig=280,4 Ref=off
RetTime Type Height Amt/Height Amount Grp Name
[min] [mAU] [mg/L]
——————— e o el
2.170 - - - Gallic acid
3.351 - - - 3,4-dihydroxybenzoic acid
6.550 - - - 4-hydroxybenzoic acid
6.550 - - - Vanillic acid
8.180 - - - Syringic acid
16.760 - - - Naringin
17.330 - - - Hesperidin
17.850 - - - t-cinnamic acid
18.040 - - - cis-Resveratrol
19.230 - - - Naringenin
20.070 - - - Hesperitin
Totals : 0.00000
Signal 2: DAD1 B, Sig=220,4 Ref=off
RetTime Type Height Amt/Height Amount Grp Name
[min] [mAU] [mg/L]
——————— I B B e e
1.480 - - - Fumaric acid
5.080 - - - Procyanidin Bl
5.564 BB 1.80586 1.47059e-1 2.65568e-1 Epigallocatechin gallate
5.790 - - - Catechin
7.170 - - - Procyanidin B2
8.820 - - - Epicatechin
11.870 - - - Epicatehin gallate
12.890 - - - Procyanidin A2

HPLC-DAD 7/26/2024 4:31:31 PM Marcos Santos
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Data File C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\002-0201.D
Sample Name: 16

RetTime Type Height Amt/Height Amount Grp Name
[min] [mAU] [mg/L]

Totals : 2.65568e-1

Signal 3: DAD1 C, Sig=320,4 Ref=off

RetTime Type Height Amt/Height Amount Grp Name

[min] [mAU] [mg/L]

——————— e o el
5.060 - - - Caftaric acid
6.770 - - - Caffeic acid
6.850 - - - Chlorogenic acid
7.770 - - - Vanillin
9.380 - - - p-coumaric acid

11.470 - - - Ferulic acid
16.210 - - - t-Resveratrol
Totals : 0.00000

Signal 4: DAD1 D, Sig=360,4 Ref=off

RetTime Type Height Amt/Height Amount Grp Name

[min] [mAU] [mg/L]
——————— e o e Il B —
10.450 - - - O-Vanillin
14.020 - - - Myricetin
16.420 - - - Quercetin 3-glucoside
16.580 - - - Rutin
17.870 - - - Kaempferol 3-glucoside
18.230 - - - Isorhamnetin
19.250 - - - Quercetin hydrate
Totals : 0.00000

Signal 5: DAD1 E, Sig=520,4 Ref=off

RetTime Type Height Amt/Height Amount Grp Name

[min] [mAU] [mg/L]
——————— e B B e e
8.720 - - - Cyanidin 3,5-diglucoside
9.920 - - - Pelargonidin 3,5-diglucoside
10.130 - - - Delphinidin 3-glucoside
11.510 - - - Cyanidin 3-glucoside
12.260 - - - Malvidin 3,5-diglucoside
12.880 - - - Pelargonidin 3-glucoside
14.260 - - - Peonidin 3-glucoside
15.260 - - - Malvidin 3-glucoside
Totals : 0.00000

HPLC-DAD 7/26/2024 4:31:31 PM Marcos Santos
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Data File C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\002-0201.D
Sample Name: 16

2 Warnings or Errors :

Warning : Calibration warnings (see calibration table listing)
Warning : Calibrated compound(s) not found

*** End of Report ***
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Data File C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\003-0301.D
Sample Name: 17

Acq. Operator : Marcos Santos Seq. Line : 3
Acq. Instrument : HPLC-DAD Location : 3
Injection Date : 7/25/2024 4:44:22 PM Inj : 1
Inj Volume : 10.000 ul
Acq. Method : C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\Phenolics 3 .M
Last changed : 7/25/2024 3:53:23 PM by Marcos Santos
Analysis Method : C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\Phenolics 3 .M (Sequence
Method)
Last changed : 7/26/2024 4:32:02 PM by Marcos Santos

(modified after loading)
DAD1 A, Sig=280,4 Ref=0ff (UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\003-0301.D)
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Data File C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\003-0301.D
Sample Name: 17

DADL1 E, Sig=520,4 Ref=off (UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\003-0301.D)
mAU
14
] ’ ! " o — bgoton
1 {
2 {
-3 \ \ \ \ I \ T :
0 2.5 5 7.5 10 125 15 17.5 min
External Standard Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : 7/26/2024 4:31:24 PM
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: DAD1 A, Sig=280,4 Ref=off

RetTime Type Height Amt/Height Amount Grp Name

[min] [mAU] [mg/L]

——————— e o el
2.170 - - - Gallic acid
3.351 - - - 3,4-dihydroxybenzoic acid
6.550 - - - 4-hydroxybenzoic acid
6.550 - - - Vanillic acid
8.180 - - - Syringic acid
16.760 - - - Naringin
17.330 - - - Hesperidin
17.850 - - - t-cinnamic acid
18.040 - - - cis-Resveratrol
19.230 - - - Naringenin

20.070 - - - Hesperitin

Totals : 0.00000

Signal 2: DAD1 B, Sig=220,4 Ref=off

RetTime Type Height Amt/Height Amount Grp Name

[min] [mAU] [mg/L]
——————— e e B e B
1.480 - - - Fumaric acid
5.080 - - - Procyanidin Bl
5.570 BB 2.08624 1.47059%-1 3.06799e-1 Epigallocatechin gallate
5.790 - - - Catechin
7.170 - - - Procyanidin B2
8.820 - - - Epicatechin
11.870 - - - Epicatehin gallate
12.890 - - - Procyanidin A2

HPLC-DAD 7/26/2024 4:32:07 PM Marcos Santos Page
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Data File C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\003-0301.D
Sample Name: 17

RetTime Type Height Amt/Height Amount Grp Name
[min] [mAU] [mg/L]

Totals : 3.06799%e-1

Signal 3: DAD1 C, Sig=320,4 Ref=off

RetTime Type Height Amt/Height Amount Grp Name

[min] [mAU] [mg/L]

——————— e o el
5.060 - - - Caftaric acid
6.770 - - - Caffeic acid
6.850 - - - Chlorogenic acid
7.770 - - - Vanillin
9.380 - - - p-coumaric acid

11.470 - - - Ferulic acid
16.210 - - - t-Resveratrol
Totals : 0.00000

Signal 4: DAD1 D, Sig=360,4 Ref=off

RetTime Type Height Amt/Height Amount Grp Name

[min] [mAU] [mg/L]
——————— e o e Il B —
10.450 - - - O-Vanillin
14.020 - - - Myricetin
16.420 - - - Quercetin 3-glucoside
16.580 - - - Rutin
17.870 - - - Kaempferol 3-glucoside
18.230 - - - Isorhamnetin
19.250 - - - Quercetin hydrate
Totals : 0.00000

Signal 5: DAD1 E, Sig=520,4 Ref=off

RetTime Type Height Amt/Height Amount Grp Name

[min] [mAU] [mg/L]
——————— e B B e e
8.720 - - - Cyanidin 3,5-diglucoside
9.920 - - - Pelargonidin 3,5-diglucoside
10.130 - - - Delphinidin 3-glucoside
11.510 - - - Cyanidin 3-glucoside
12.260 - - - Malvidin 3,5-diglucoside
12.880 - - - Pelargonidin 3-glucoside
14.260 - - - Peonidin 3-glucoside
15.260 - - - Malvidin 3-glucoside
Totals : 0.00000

HPLC-DAD 7/26/2024 4:32:07 PM Marcos Santos
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Data File C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\003-0301.D
Sample Name: 17

2 Warnings or Errors :

Warning : Calibration warnings (see calibration table listing)
Warning : Calibrated compound(s) not found

*** End of Report ***

HPLC-DAD 7/26/2024 4:32:07 PM Marcos Santos Page 4 of 4



Data File C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\004-0401.D
Sample Name: 18

Acq. Operator : Marcos Santos Seq. Line : 4
Acq. Instrument : HPLC-DAD Location : 4
Injection Date : 7/25/2024 5:11:19 PM Inj : 1
Inj Volume : 10.000 ul
Acq. Method : C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\Phenolics 3 .M
Last changed : 7/25/2024 3:53:23 PM by Marcos Santos
Analysis Method : C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\Phenolics 3 .M (Sequence
Method)
Last changed : 7/26/2024 4:32:02 PM by Marcos Santos

(modified after loading)
DAD1 A, Sig=280,4 Ref=off (UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\004-0401.D)

~

—— T ———— T T T — —— —
0 25 5 7.5 10 12.5 15 175 min
DADL1 B, Sig=220,4 Ref=off (UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\004-0401.D)

[o9}

o

KR
o

Ny
(<

T e R A S e L S e L A S e LA S S S EN L
0 25 5 7.5 10 12.5 15 175 min

DADL1 C, Sig=320,4 Ref=off (UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\004-0401.D)

T I T T
0 25 5 7.5 10 12.5 15 17.5 min

DADL1 D, Sig=360,4 Ref=off (UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\004-0401.D)

5 7.5 10 12.5 15 17.5 min
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Data File C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\004-0401.D

Sample Name: 18

DADL1 E, Sig=520,4 Ref=off (UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\004-0401.D)

10 125 15 175 min
External Standard Report
Sorted By
Calib. Data Modified 7/26/2024 4:31:24 PM
Multiplier
Dilution :
Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: DAD1 A, Sig=280,4 Ref=off
RetTime Type Amt/Height Name

Totals :

Signal 2: DAD1 B, Sig=220,4 Ref=off

RetTime Type

HPLC-DAD 7/26/2024 4:32:25 PM Marcos Santos

Amt/Height

Gallic acid
3,4-dihydroxybenzoic acid
4-hydroxybenzoic acid
Vanillic acid
Syringic acid
Naringin

Hesperidin

t-cinnamic acid
cis-Resveratrol
Naringenin

Hesperitin

Fumaric acid

Procyanidin Bl
Epigallocatechin gallate
Catechin

Procyanidin B2
Epicatechin

Epicatehin gallate
Procyanidin A2

Page
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Data File C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\004-0401.D
Sample Name: 18

RetTime Type Height Amt/Height Amount Grp Name
[min] [mAU] [mg/L]

Totals : 0.00000

Signal 3: DAD1 C, Sig=320,4 Ref=off

RetTime Type Height Amt/Height Amount Grp Name

[min] [mAU] [mg/L]

——————— e o el
5.060 - - - Caftaric acid
6.770 - - - Caffeic acid
6.850 - - - Chlorogenic acid
7.770 - - - Vanillin
9.380 - - - p-coumaric acid

11.470 - - - Ferulic acid
16.210 - - - t-Resveratrol
Totals : 0.00000

Signal 4: DAD1 D, Sig=360,4 Ref=off

RetTime Type Height Amt/Height Amount Grp Name

[min] [mAU] [mg/L]
——————— e o e Il B —
10.450 - - - O-Vanillin
14.020 - - - Myricetin
16.420 - - - Quercetin 3-glucoside
16.580 - - - Rutin
17.870 - - - Kaempferol 3-glucoside
18.230 - - - Isorhamnetin
19.250 - - - Quercetin hydrate
Totals : 0.00000

Signal 5: DAD1 E, Sig=520,4 Ref=off

RetTime Type Height Amt/Height Amount Grp Name

[min] [mAU] [mg/L]
——————— e B B e e
8.720 - - - Cyanidin 3,5-diglucoside
9.920 - - - Pelargonidin 3,5-diglucoside
10.130 - - - Delphinidin 3-glucoside
11.510 - - - Cyanidin 3-glucoside
12.260 - - - Malvidin 3,5-diglucoside
12.880 - - - Pelargonidin 3-glucoside
14.260 - - - Peonidin 3-glucoside
15.260 - - - Malvidin 3-glucoside
Totals : 0.00000

HPLC-DAD 7/26/2024 4:32:25 PM Marcos Santos
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Data File C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\004-0401.D

Sample Name: 18

2 Warnings or Errors :

Warning : Calibration warnings (see calibration table listing)
Warning : Calibrated compound(s) not found

Height Percent Report

Sorted By

Calib. Data Modified
Multiplier

Dilution

Signal

7/26/2024 4:31:24 PM

1.0000
1.0000

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=280,4 Ref=off

Peak RetTime Type
#  [min]

© 00 NO UL WN P

e ol =
A WNRERO
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B O ©
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W oo oo
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VB
BB
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N R PR R
O ©ow~NO U
NN NN NN
NNNNNN
W oo U d
O O W O© ®» O
© © O 0O ™

Totals :

Width
[min]

Height
[mAU]

O P OO0 000000000 vVom
o
o
o
o
o
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o P
~ b
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W ©
© N
~N o

~N ~N BN
w
o
a%,
N
a

137.38676

Signal 2: DAD1 B, Sig=220,4 Ref=off

Peak RetTime Type
#  [min]

Width
[min]

Height
[mAU]

Height
%

NPk, OO 00000000 OoO~NO
o
o
o
o

= O
NN
N O
o O
O O
w ©

g1 01 W
w
[
()}
(o]

Height
%

Name

Gallic acid
3,4-dihydroxybenzoic acid
4-hydroxybenzoic acid
Vanillic acid
Syringic acid
Naringin

Hesperidin

t-cinnamic acid
cis-Resveratrol
Naringenin

Hesperitin

NN ) N ) ) N

Name

1 0.553 W R
2 0.662 BV
3 0.710 W
4 0.729 VB
5 0.776 BB

HPLC-DAD 7/26/2024 4:32:25 PM Marcos Santos

0.0314
0.0503
0.0198
0.0149
0.1482

7.45372
3.84924
14.73178
20.23395
22.20703
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Data File C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\004-0401.D

Sample Name: 18

Height

%

Name

Peak RetTime Type Width Height

#  [min] [min] [mAU]
6 1.480 0.0000 0.00000
7 4.788 BV R 0.1123  24.82351
8 5.080 0.0000 0.00000
9 5.510 0.0000 0.00000
10 5.790 0.0000 0.00000
11 7.170 0.0000 0.00000
12 8.820 0.0000 0.00000
13 11.870 0.0000 0.00000
14 12.890 0.0000 0.00000
15 19.743 BB 0.1498 1.44133
16 21.808 BB 0.3524 2.04324
17 22.222 BV 0.0545 4.84671
18 22.257 VB 0.0366 4.87545
19 22.459 W R 0.0345 32.47738
20 22.560 W 0.0228 91.96790
21 22.598 VB 0.0196 19.76659
22 22.633 BV 0.0162 5.21661
23 22.662 W 0.0213  13.88865
24 22.697 VB 0.0230 16-10403
25 22.739 BV 0.0250 19.27687
26 22.821 VB 0.0323 23.12710
27 23.011 W 0.0310 3.56819
Totals : 331.89927

Signal 3: DAD1 C, Sig=320,4 Ref=off

Peak RetTime Type Width Height
#  [min] [min] [mAU]
1 0.616 BV 0.0566 5.15812
2 0.666 W 0.0535 7.95244
3 0.725 VB 0.0183  11.12415
4 0.785 BB 0.0697 10.01727
5 5.060 0.0000 0.00000
6 6.770 0.0000 0.00000
7 6.850 0.0000 0.00000
8 7.770 0.0000 0.00000
9 9.380 0.0000 0.00000
10 11.470 0.0000 0.00000
11 16.210 0.0000 0.00000
12 22.408 BV 0.0651 2.76813
13 22.478 W 0.0611 2.44886
Totals : 39.46897

HPLC-DAD 7/26/2024 4:32:25 PM Marcos Santos

©OFRP PP OO0OO0OO0O0OO0OO0OO0OOoONOo

R o ok~ b~ PP, O

Height

28.

O NO O O OO oo

Fumaric acid

?

Procyanidin Bl
Epigallocatechin gallate
Catechin

Procyanidin B2
Epicatechin

Epicatehin gallate
Procyanidin A2

B I B B B B B I B B B )

Name

Caftaric acid
Caffeic acid
Chlorogenic acid
Vanillin
p-coumaric acid
Ferulic acid
t-Resveratrol
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Data File C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\004-0401.D

Sample Name: 18

Signal 4: DAD1 D, Sig=360,4 Ref=off

Peak RetTime Type Width Height Height

Name

O-Vanillin

Myricetin

Quercetin 3-glucoside
Rutin

Kaempferol 3-glucoside
Isorhamnetin

Quercetin hydrate

#  [min] [min] [mAU] %
S R |-----—- |-----—-- |--------—- |------—- |-m -
1 0.630 BV 0.0534 5.63352 16.5790
2 0.669 W 0.0570 7.78517 22.9111
3 0.727 vB 0.0164 10.98713 32.3342
4 0.790 BB 0.0753 9.57409 28.1757
5 10.450 0.0000 0.00000 0.0000
6 14.020 0.0000 0.00000 0.0000
7 16.420 0.0000 0.00000 0.0000
8 16.580 0.0000 0.00000 0.0000
9 17.870 0.0000 0.00000 0.0000
10 18.230 0.0000 0.00000 0.0000
11 19.250 0.0000 0.00000 0.0000
Totals : 33.97991

Signal 5: DAD1 E, Sig=520,4 Ref=off

Peak RetTime Type Width Height Height

Name

Cyanidin 3,5-diglucoside
Pelargonidin 3,5-diglucoside
Delphinidin 3-glucoside
Cyanidin 3-glucoside
Malvidin 3,5-diglucoside
Pelargonidin 3-glucoside
Peonidin 3-glucoside
Malvidin 3-glucoside

#  [min] [min] [mAU] %
] |------ |------- === | === R
1 0.687 W 0.0217 5.71144 16.8088
2 0.725 VB 0.0270 10.74667 31.6275
3 0.791 BV 0.0991 11.61188 34.1738
4 0.935 VB 0.0270 3.36131 9.8923
5 8.720 0.0000 0.00000 0.0000
6 9.920 0.0000 0.00000 0.0000
7 10.130 0.0000 0.00000 0.0000
8 11.510 0.0000 0.00000 0.0000
9 12.260 0.0000 0.00000 0.0000
10 12.880 0.0000 0.00000 0.0000
11 14.260 0.0000 0.00000 0.0000
12 15.260 0.0000 0.00000 0.0000
13 22.513 BV 0.1434 2.54759  7.4976

Totals :

w
w
©
\l
(0]
(0]
(0]

2 Warnings or Errors :

Warning : Calibration warnings (see calibration
Warning : Calibrated compound(s) not found

?

table listing)

*** End of Report ***

HPLC-DAD 7/26/2024 4:32:25 PM Marcos Santos
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Data File C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\005-0501.D
Sample Name: 19

Acq. Operator : Marcos Santos Seq. Line : 5
Acq. Instrument : HPLC-DAD Location : 5
Injection Date : 7/25/2024 5:38:15 PM Inj : 1
Inj Volume : 10.000 ul
Acq. Method : C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\Phenolics 3 .M
Last changed : 7/25/2024 3:53:23 PM by Marcos Santos
Analysis Method : C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\Phenolics 3 .M (Sequence
Method)
Last changed : 7/26/2024 4:32:02 PM by Marcos Santos

(modified after loading)
DAD1 A, Sig=280,4 Ref=0ff (UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\005-0501.D)

— o
R
D

3
>
c
|

q

o

()]

N B
PRI AR RN VRIS A RTATE

o

N

o
W
I

—— ———— T T T — —— —
0 25 5 7.5 10 12.5 15 175 min
DADL1 B, Sig=220,4 Ref=off (UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\005-0501.D)

Epigallocatechin gallate

B B B B N B — —— —
0 25 5 7.5 10 12.5 15 175 min
DADL1 C, Sig=320,4 Ref=off (UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\005-0501.D)

[
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w -
A N I S

T I T T
0 25 5 7.5 10 12.5 15 175 min
DADL1 D, Sig=360,4 Ref=off (UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\005-0501.D)
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7.5 10 12.5 15 17.5 min
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Data File C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\005-0501.D

Sample Name: 19

DADL1 E, Sig=520,4 Ref=off (UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\005-0501.D)
mAU -
12
14 | &
1 oD
4 d
0 7: W
14
] \
-2 |
3
44 T \ T T T T i
0 25 5 7.5 10 12.5 15 17.5 min
External Standard Report
Sorted By Signal
Calib. Data Modified 7/26/2024 4:31:24 PM
Multiplier 1.0000
Dilution - 1.0000
Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: DAD1 A, Sig=280,4 Ref=off
RetTime Type Height Amt/Height Amount Name

Totals :

[mAU] [mg/L]

0.00000

Signal 2: DAD1 B, Sig=220,4 Ref=off

RetTime Type Height Amt/Height Amount

BB

HPLC-DAD 7/26/2024 4:32:45 PM Marcos Santos

Gallic acid
3,4-dihydroxybenzoic acid
4-hydroxybenzoic acid
Vanillic acid
Syringic acid
Naringin

Hesperidin

t-cinnamic acid
cis-Resveratrol
Naringenin

Hesperitin

Fumaric acid

Procyanidin Bl
Epigallocatechin gallate
Catechin

Procyanidin B2
Epicatechin

Epicatehin gallate
Procyanidin A2
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Data File C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\005-0501.D
Sample Name: 19

RetTime Type Height Amt/Height Amount Grp Name
[min] [mAU] [mg/L]

Totals : 3.63891e-1

Signal 3: DAD1 C, Sig=320,4 Ref=off

RetTime Type Height Amt/Height Amount Grp Name

[min] [mAU] [mg/L]

——————— e o el
5.060 - - - Caftaric acid
6.770 - - - Caffeic acid
6.850 - - - Chlorogenic acid
7.770 - - - Vanillin
9.380 - - - p-coumaric acid

11.470 - - - Ferulic acid
16.210 - - - t-Resveratrol
Totals : 0.00000

Signal 4: DAD1 D, Sig=360,4 Ref=off

RetTime Type Height Amt/Height Amount Grp Name

[min] [mAU] [mg/L]
——————— e o e Il B —
10.450 - - - O-Vanillin
14.020 - - - Myricetin
16.420 - - - Quercetin 3-glucoside
16.580 - - - Rutin
17.870 - - - Kaempferol 3-glucoside
18.230 - - - Isorhamnetin
19.250 - - - Quercetin hydrate
Totals : 0.00000

Signal 5: DAD1 E, Sig=520,4 Ref=off

RetTime Type Height Amt/Height Amount Grp Name

[min] [mAU] [mg/L]
——————— e B B e e
8.720 - - - Cyanidin 3,5-diglucoside
9.920 - - - Pelargonidin 3,5-diglucoside
10.130 - - - Delphinidin 3-glucoside
11.510 - - - Cyanidin 3-glucoside
12.260 - - - Malvidin 3,5-diglucoside
12.880 - - - Pelargonidin 3-glucoside
14.260 - - - Peonidin 3-glucoside
15.260 - - - Malvidin 3-glucoside
Totals : 0.00000

HPLC-DAD 7/26/2024 4:32:45 PM Marcos Santos
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Data File C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\005-0501.D
Sample Name: 19

2 Warnings or Errors :

Warning : Calibration warnings (see calibration table listing)
Warning : Calibrated compound(s) not found

*** End of Report ***

HPLC-DAD 7/26/2024 4:32:45 PM Marcos Santos Page 4 of 4



Data File C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\005-0501.D
Sample Name: 19

Acq. Operator : Marcos Santos Seq. Line : 5
Acq. Instrument : HPLC-DAD Location : 5
Injection Date : 7/25/2024 5:38:15 PM Inj : 1
Inj Volume : 10.000 ul
Acq. Method : C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\Phenolics 3 .M
Last changed : 7/25/2024 3:53:23 PM by Marcos Santos
Analysis Method : C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\Phenolics 3 .M (Sequence
Method)
Last changed : 7/26/2024 4:32:02 PM by Marcos Santos

(modified after loading)

Additional Info : Peak(s) manually integrated
DAD1 A, Sig=280,4 Ref=off (UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\005-0501.D)

mAU o
B [e ¢]
] o)
8
6
4
24 B
0 _‘FW
2 ‘/ ‘ I I I I L I L I
0 25 5 75 10 125 15 17.5 min
DAD1 B, Sig=220,4 Ref=off (UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\005-0501.D)
mAU 1 Q

pigallocatechin gallate

T e e TR A S e L S S LA e T S T L S S S
0 25 5 7.5 10 12.5 15 175 min

DADL1 C, Sig=320,4 Ref=off (UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\005-0501.D)
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0 25 5 7.5 10 12.5 15 17.5 min

DADL1 D, Sig=360,4 Ref=off (UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\005-0501.D)
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Data File C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\005-0501.D
Sample Name: 19

DADL1 E, Sig=520,4 Ref=off (UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\005-0501.D)
mAU -
12
14 | &
1 oD
4 d
0 7: W
14
1 I
-2 E \‘ ‘
34
44 T \ T T T T i
0 2.5 5 7.5 10 125 15 17.5 min
External Standard Report
Sorted By Signal
Calib. Data Modified 7/26/2024 4:33:05 PM
Multiplier 1.0000
Dilution : 1.0000
Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: DAD1 A, Sig=280,4 Ref=off
RetTime Type Height Amt/Height Amount Name

Totals :

[mAU] [mg/L]

0.00000

Signal 2: DAD1 B, Sig=220,4 Ref=off

RetTime Type Height Amt/Height Amount

MM T

HPLC-DAD 7/26/2024 4:33:31 PM Marcos Santos

Gallic acid
3,4-dihydroxybenzoic acid
4-hydroxybenzoic acid
Vanillic acid
Syringic acid
Naringin

Hesperidin

t-cinnamic acid
cis-Resveratrol
Naringenin

Hesperitin

Fumaric acid

Procyanidin Bl
Epigallocatechin gallate
Catechin

Procyanidin B2
Epicatechin

Epicatehin gallate
Procyanidin A2
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Data File C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\005-0501.D
Sample Name: 19

RetTime Type Height Amt/Height Amount Grp Name
[min] [mAU] [mg/L]

Totals : 4.02713e-1

Signal 3: DAD1 C, Sig=320,4 Ref=off

RetTime Type Height Amt/Height Amount Grp Name

[min] [mAU] [mg/L]

——————— e o el
5.060 - - - Caftaric acid
6.770 - - - Caffeic acid
6.850 - - - Chlorogenic acid
7.770 - - - Vanillin
9.380 - - - p-coumaric acid

11.470 - - - Ferulic acid
16.210 - - - t-Resveratrol
Totals : 0.00000

Signal 4: DAD1 D, Sig=360,4 Ref=off

RetTime Type Height Amt/Height Amount Grp Name

[min] [mAU] [mg/L]
——————— e o e Il B —
10.450 - - - O-Vanillin
14.020 - - - Myricetin
16.420 - - - Quercetin 3-glucoside
16.580 - - - Rutin
17.870 - - - Kaempferol 3-glucoside
18.230 - - - Isorhamnetin
19.250 - - - Quercetin hydrate
Totals : 0.00000

Signal 5: DAD1 E, Sig=520,4 Ref=off

RetTime Type Height Amt/Height Amount Grp Name

[min] [mAU] [mg/L]
——————— e B B e e
8.720 - - - Cyanidin 3,5-diglucoside
9.920 - - - Pelargonidin 3,5-diglucoside
10.130 - - - Delphinidin 3-glucoside
11.510 - - - Cyanidin 3-glucoside
12.260 - - - Malvidin 3,5-diglucoside
12.880 - - - Pelargonidin 3-glucoside
14.260 - - - Peonidin 3-glucoside
15.260 - - - Malvidin 3-glucoside
Totals : 0.00000

HPLC-DAD 7/26/2024 4:33:31 PM Marcos Santos
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Data File C:\Chem32\2\Data\UFPB\gIULIANO 2024-07-25 15-49-46\005-0501.D
Sample Name: 19

2 Warnings or Errors :

Warning : Calibration warnings (see calibration table listing)
Warning : Calibrated compound(s) not found

*** End of Report ***
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