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RESUMO

Fermento natural maduro compde uma microbiota rica e diversa, principalmente por
bactérias acidos laticas (BAL) e leveduras que produzem metabdlitos secundarios
responsaveis por conferir propriedades tecnoldgicas no fermento natural e em péaes
de longa fermentacdo. As transformacdes bioquimicas que ocorrem em todas as
etapas, desde a sua elaboracao, perpassando pela propagacao e, por fim, através da
sua utilizagdo na producao de pées de longa fermentacao, repercutem na producéo
de produtos com caracteristicas sensoriais e de qualidade que o diferenciam do péo
de fermentacao rapida e com leveduras de padaria. O fermento natural desidratado
proposto neste estudo visa minimizar os custos com a producdo, estocagem e
logistica em larga escala, além de desenvolver um produto que associe aumento de
volume no péo ao sabor e melhores caracteristicas funcionais e de vida de prateleira.
Na primeira etapa foram avaliadas cinco cepas de Lactobacillus spp. como culturas
iniciadoras na producéo e propagacdo de fermento natural, utilizando farinha de trigo
e dgua como substratos. Para a producao dos fermentos naturais, foram selecionadas
trés cepas que apresentaram os melhores resultados de acordo com os protocolos
aplicados (Limosilactobacillus fermentum 56, Lactiplantibacillus pentosus 129 e
Limosilactobacillus fermentum 139). Os fermentos naturais apresentaram microbiota
estavel e pH caracteristico apds 10 dias de propagacao. Imediatamente apds a sua
maturacdo, os paes foram elaborados com os seus respectivos fermentos frescos e
apresentaram durante o armazenamento satisfatoria caracterizacao tecnolégica e de
qualidade principalmente nos paes produzidos a partir da inoculacéo das cepas de L.
pentosus 129 e L. fermentum 139 como culturas iniciadoras de fermento natural. A
liofilizacdo dos fermentos naturais fez parte da segunda etapa deste estudo e teve por
objetivo produzir fermentos com as cepas L. pentosus 129 e L. fermentum 139
isoladamente ou em co-cultura, avaliar sua estabilidade durante o armazenamento de
60 dias e produzir paes de longa fermentacdo como produto final obtido (fermento
natural desidratado). Durante o0 armazenamento, os fermentos liofilizados
apresentaram estabilidade (microbioldgica e fisico-quimica) e contagens de células
viaveis entre 6 — 8 log UFC/g, que foi confirmada através da citometria de fluxo (> 70%
de células viaveis). Dentre as amostras de fermentos liofilizados e seus respectivos
paes, o pao produzido com o fermento liofilizado com a cepa L. fermentum 139
apresentou os melhores resultados nos parametros avaliados (textura, volume
especifico e digestibilidade da proteina in vitro). Um pedido de propriedade intelectual
foi solicitado para o fermento natural liofilizado inoculado com a cepa L. fermentum
139. Por fim, com base nos resultados obtidos, foi possivel produzir fermentos
liofilizados a partir de cepas de Lactiplantibacillus pentosus 129 e Limosilactobacillus
fermentum 139 com caracteristicas tecnolégicas semelhantes ao fermento fresco e
com atividade de levedacgéo que dispensa a utilizagédo de leveduras comerciais que
atuem na réapida fermentacdo e producdo de gases necessarios para o aumento do
volume do péo.

Palavras-chave: Fermento natural. Bactéria acido-latica. Liofilizagdo. Panificagao



APPLICATION OF Lactobacillus spp. STRAINS AS A STARTER CULTURE IN
THE PRODUCTION OF FRESH AND FREEZE DRIED SOURDOUGH AND THEIR
IMPACTS ON THE PRODUCTION AND QUALITY OF BREAD AND LONG
FERMENTATION.

ABSTRACT

Mature sourdough composes a rich and diverse microbiota, mainly of lactic acid
bacteria (LAB) and yeast. Its secondary metabolites are responsible for conferring
technological properties on sourdough and long-fermentation breads. The biochemical
transformations that occur at all stages, from its preparation, passing through
propagation, and, finally, through its use in the production of long-fermentation breads,
have an impact on the production of breads with sensory and quality characteristics
that differentiate it from traditional bread. Dehydrated sourdough aims to minimize
production, storage and logistics costs on a large scale, actions that are difficult when
sourdough is used in its fresh form and enable the production of long-fermentation
breads. Therefore, the study was divided into two stages. In the first stage, five strains
of Lactobacillus spp. as starter cultures in the production and propagation of
sourdough, using wheat flour and water as substrates. For the production of
sourdough, three strains were selected that showed the best results according to the
applied protocols (Limosilactobacillus fermentum 56, Lactiplantibacillus pentosus 129
and Limosilactobacillus fermentum 139). The sourdoughs showed stable microbiota
and characteristic pH after 10 days of propagation. Immediately after maturation, the
breads were prepared with their respective fresh sourdoughs and presented
satisfactory technological and quality characteristics during storage, mainly in the
breads produced from the inoculation of strains of L. pentosus 129 and L. fermentum
139 as starter cultures of sourdough. The freeze-dried of sourdoughs were part of the
second stage of this study and aimed to produce sourdough with L. pentosus 129 and
L. fermentum 139 strains in a single culture or co-culture, evaluate their stability during
60-day storage and produce long-fermentation breads as the final product obtained
(dehydrated sourdough). During storage, the freeze-dried sourdoughs showed
excellent stability (microbiological and physical-chemical) and high viable cell counts
(between 6 — 8 log CFU/g) which was confirmed by flow cytometry (> 70%). Among
the samples of freeze-dried sourdough and their respective breads, the bread
produced with freeze-dried sourdough with the strain L. fermentum 139 showed the
best results in the evaluated parameters (texture, specific volume, and protein
digestibility in vitro). An intellectual property request was made for the freeze-dried
sourdough inoculated with the L. fermentum 139 strain. Finally, based on the results
obtained it was possible to produce freeze-dried sourdoughs from Lactiplantibacillus
pentosus 129 and Limosilactobacillus fermentum 139 strains with technological
characteristics similar to fresh sourdough and with leavening activity that eliminates
the use of baker's yeast that act in the rapid fermentation and production of gases
necessary for the increase in bread volume.

Keywords: Sourdough. Lactic acid bacteria. Freeze-drying. Baking.



CAPITULO | — Consideracdes gerais

1. INTRODUCAO

Na produgéo em escala industrial, assim como em padarias, a elaboracgdo de
paes se da principalmente a partir da utilizacdo de fermento bioldgico, fresco ou seco,
sendo a espécie de levedura Saccharomyces cerevisae a mais comumente
empregada e facilmente disponivel (Minervini et al., 2010; Stefanello et al., 2019).
Nesse tipo de processo existe geralmente rapida fermentacdo, com a elaboracéo de
produtos com padréo de sabor, aroma e textura, necessitando também do emprego
de aditivos e adjuvantes de tecnologia para garantir a maior vida de prateleira dos
paes.

Por outro lado, vem se tornado crescente nas Ultimas décadas o resgate,
utilizacdo e produgcdo de massas de longa fermentagéo adicionadas de fermento
natural em substituicdo parcial ou total do fermento comum, sejam em escala
industrial, nas padarias e/ou a nivel artesanal, por pessoas que possuem afinidade
com a fermentacao natural (Minervini et al., 2016; Gobetti et al., 2016; de Vuyst et al.,
2021 e Martin-Garcia et al., 2021). Historicamente, a producao de pées se deu a partir
da fermentacéo espontanea, onde a presenca de uma microbiota selvagem composta
por bactérias e leveduras naturalmente presentes nos cereais com algum liquido,
permite a producao de paes (Minervini et al., 2016).

Carboidratos presentes nas farinhas sdo facilmente fermentaveis quando
incorporado algum liquido a sua composicéo. A fermentacéo que ocorre nesse tipo de
fermento é gerada pela acdo de microrganismos autéctones que degradam
principalmente, os agucares das farinhas, com a produgdo de metabdlitos que atuam
diretamente nas caracteristicas do fermento natural. O amadurecimento do fermento
€ marcado pela predominancia de bactérias do género Lactobacillus, sendo
heterofermentativas ou homofermentativas, e leveduras dos géneros Saccharomyces,
Kazachstania, Wickerhammyces, Torulaspora e Pichia. Estes grupos de
microrganismos coabitam a microbiota e participam ativamente do processo de
fermentacdo (De Vuyst et al., 2014; Lhomme et al., 2015; Ventimiglia et al., 2015;
Lhomme et al., 2016; Michel et al, 2016; Van Kerrebroeck et al., 2017; Carbonetto et
al., 2020).
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No fermento natural, a acdo das bactérias laticas confere beneficios a
qualidade da microbiota da massa fermentada. Na industria de cereais, a deterioracao
e a contaminacdao, principalmente fungica, atrelada ao armazenamento de produtos
de panificacdo ainda é um grande problema que muitas vezes s é solucionado com
a utilizacéo de aditivos quimicos alimentares (Quattrini et al., 2018).

A procura do consumidor por alimentos que gerem saudabilidade sao fatores
gue atualmente movimentam o crescimento de pesquisas no desenvolvimento de
novos produtos que utilizam fermento natural desidratado. Esse tipo de fermento pode
promover vantagens em relacdo ao fermento fresco, que possui menor padronizagao
e vida de prateleira, além de maior custo de armazenamento, manutencdo e
transporte (Albagli et al., 2021; Caglar et al., 2021).

O desenvolvimento de fermento natural desidratado com cepas de
Lactiplantibacillus pentosus 129 e Limosilactobacillus fermentum 139 possibilita a
melhoria das caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e tecnoldgicas do produto,
tendo em vista um maior controle na producéo e propagacao do fermento utilizado na
producdo de pées de longa fermentacdo. Sendo assim, esse trabalho investigou: i)
selecionar cepas de Lactobacillus spp. como cultura iniciadora na producdo de
fermento natural fresco e avaliar seus efeitos na qualidade de pées de longa
fermentacao; ii) avaliar a caracteristicas de qualidade e os impactos dos fermentos
naturais liofilizados com cepas de L. pentosus 129 e L. fermentum 139 individualmente
e em co-cultura na producéo de paes de longa fermentacao.

Por fim, com base nos resultados obtidos, foi possivel produzir fermento natural
liofiizados inoculado com cepas de Lactiplantibacillus pentosus 129 e
Limosilactobacillus fermentum 139 com atividade de levedacdo que dispensa a
utilizacdo de leveduras comerciais para o aumento do volume do pédo, e que
melhoraram as caracteristicas microbiologicas, sensoriais e funcionais dos paes

elaborados..
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Selecionar cepas de Lactobacillus spp. para desenvolvimento de fermento natural e

avaliar sua aplicacdo quando frescos e liofilizados em pées de longa fermentacao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Selecionar cepas de Lactobacillus spp. com base nas caracteristicas tecnoldgicas
apresentadas para produtos de panificacao;

Elaborar fermento natural inoculado com Lactobacillus spp.;

Avaliar as caracteristicas microbiolégicas e fisico-quimicas do fermento natural fresco
durante o periodo de propagacao até maturacao;

Elaborar e avaliar a qualidade de p&es com fermento natural fresco inoculado com
cepas selecionadas de Lactobacillus spp.;

Liofilizar fermentos naturais inoculados com cepas de Lactiplantibacillus pentosus 129
(Lpel29), Limosilactobacillus fermentum 139 (Lf139), Mix (Lpel29 + Lf139) e
Controle;

Avaliar a viabilidade de bactérias laticas e leveduras nos fermentos naturais
liofilizados, durante o0 armazenamento e producdo de exopolissacarideos (EPS);
Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas dos fermentos naturais liofilizados durante o
armazenamento;

Desenvolver paes adicionados de fermentos naturais liofilizados e avaliar as

caracteristicas de qualidade durante o armazenamento.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 FERMENTO NATURAL NA PANIFICACAO

O péo baseado na fermentacdo natural € um dos mais antigos exemplos da
fermentacdo espontdnea em alimentos que remonta milhares de anos e um dos
produtos mais consumidos em todo o mundo. A massa fermentada é obtida ao se
misturar farinhas de cereais com algum liquido, geralmente agua (Lattanzi et al., 2013;
Gobetti et al., 2019 e De Vuyst et al.,, 2021). A producdo do fermento natural é
classificada com base na tecnologia empregada para a sua obtencéo. Na literatura, a
massa fermentada pode ser iniciada a partir de trés tipos de preparo (tipo |, tipo Il e
tipo 1ll) (Chavan e Chavan, 2011; De Vuyst et al., 2017; Reale et al., 2019; De Vuyst
et al., 2021).

“Back-slopping” € o termo em inglés que se refere a retroalimentagdo ou
propagacédo, etapa na qual o fermento deve ser frequentemente “alimentado” até o
completo desenvolvimento da massa fermentada. Nos primeiros dias, essa
retroalimentacao pode ser a cada 12 horas, passando apos o terceiro dia a ser a cada
24 horas. ApGs o décimo dia, o fermento natural pode ser armazenado sob condi¢ces
de refrigeracdo com a finalidade de manter a composi¢cado microbiana que foi formada,
sendo necessario sua reativacao antes do emprego na producéo de paes (Minervini
et al., 2010; Venturi et al., 2012; De Vuyst et al., 2021). A propagagao no fermento
exerce grande importancia para o incremento e amadurecimento da sua microbiota,
de modo que a adi¢cdo regular de substrato, comumente agua e farinha, em tempos
determinados confere para a massa fermentada estabilidade, sinergia e tolerancia
microbiana entre BAL (bactérias acido laticas) e leveduras (Minervini et al., 2010;
Ganzle e Zheng, 2019).

O fermento tipo | (Figura 1) se baseia no fermento natural fresco que teve inicio
a partir da sua propria microbiota. Conforme a massa é propagada e retroalimentada
(adicdo diaria de agua e farinha, e descarte de uma parte do fermento natural), a
microbiota selvagem presente nesse tipo de fermento € facilmente modificada de
acordo com o manejo (condicdes de higiene do manipulador e do ambiente),
preservacao (armazenamento e temperatura) e ingredientes adicionados (Lattanzi et

al., 2014). A producdo de massa fermentada do tipo | é lenta, onerosa e instavel,
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sendo o fermento natural mais utilizado por padarias artesanais e em nivel doméstico
na producédo de paes tradicionais (De Vuyst et al., 2014; Ganzle e Zheng, 2019).

Figura 1. Esquema de elaboracéo de fermento natural (FN) tipo |

TIPO |
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maduro _
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Fonte: Vuyst et al., 2017; Vuyst et al., 2021 (adaptado)
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O fermento natural tipo Il (Figura 2) se caracteriza como uma massa
fermentada que foi iniciada a partir da adicdo de microrganismos previamente
selecionados, geralmente BAL e leveduras combinadas ou néo, até a caracterizacao
do seu amadurecimento, ou seja, sdo metabolicamente ativos e possuem uma
microbiota estavel. Esse tipo de fermento é geralmente resultado de processos
industriais e visam, na fermentacdo de paes, contribuir como coadjuvante de
acidificacdo, formacdo de sabor e/ou estabilizante durante o armazenamento em
padarias industriais. Por se tratar de formulacdes semiliquidas ou secas por
pulverizacao, esse tipo de fermento possui menor acao fermentativa, principalmente
quando se leva em consideracdo a producdo de gas carbbnico, que faz parte do
metabolismo das leveduras (De Vuyst et al., 2021).

16



Figura 2. Esquema de elaboragéo de fermento natural (FN) tipo Il
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Fonte: Vuyst et al., 2017; Vuyst et al., 2021 (adaptado)

O fermento natural tipo Il (Figura 3) representa a juncdo dos processos de
producdo dos fermentos naturais tipo | e Il. Trata-se de um fermento natural que foi
iniciado por uma cultura iniciadora, seguida de etapas de “back-slopping” (De Vuyst et
al., 2014; Stefanello et al., 2019; De Vuyst et al., 2021). A opcéo tipo Il é preferida
para a panificacdo industrial, jA que o uso de cultura iniciadora (starter) representa
uma menor variacdo microbiana e maior padronizacdo, bem como possui o
amadurecimento necessario (10 a 15) de propagacdo, que O caracteriza como
fermento com microbiota estabilizada entre BAL e leveduras, que s&o microrganismos
necessarios na producéo de paes de fermentacao natural (Minervini et al., 2010; De
Vuyst et al., 2021).

Figura 3. Esquema de elaboragao de fermento natural (FN) tipo IlI.
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Fonte: Vuyst et al., 2017; Vuyst et al., 2021 (adaptado)
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Ao final dos seus respectivos processos, todos os tipos de fermento produzem
massas fermentadas; entretanto, devido a secagem que ocorre, principalmente nos
fermentos tipo Il e Ill, seja por liofilizacdo, pulverizacdo e/ou secagem em estufa, a
utilizacéo de levedura Saccaromyces cerevisae podera ser considerada, uma vez que
esses microrganismos sao 0s maiores prejudicados durante os processos de
desidratacéo, o que influi diretamente na sua capacidade de levedacéo, producéo de
gases e compostos necessarios para a massa que sera fermentada (De Vuyst et al,
2021).

3.2 CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA DO FERMENTO NATURAL

Os microrganismos presentes na farinha de trigo sao diversos e sua microbiota
selvagem é inicialmente composta por bactérias autdctones presentes na farinha,
como: Gram-negativas (ex., proteobacterias, estafilococos e enterococos) e Gram-
positivas (ex., lactococos e estreptococos). A medida que ocorre a retroalimentagao
do fermento natural, leveduras e BAL heterofermentativas e/ou homofermentativas
pertencentes a varias espécies de Lactobacillaceae (ex., Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus e Weissella) (Zheng et al., 2020) dominam esse ecossistema
estressante, caracterizado por baixo pH, altas concentracdes de carboidratos, baixa
oxigenacéo e maior populacdo de BAL (>108 UFC/g) em comparagdo com leveduras
(<107 UFC/g) (De Vuyst et al., 2014; Ripari et al., 2016; Stefanelo et al., 2019; De
Vuyst et al., 2021).

Uma grande variedade de BAL sdo empregadas na fermentacédo natural, sendo
as espécies L. sanfranciscensis, L. fermentum, L. brevis, L. plantarum, L. pentosus e
L. casei alguns dos exemplos que se adaptam mais facilmente a microbiota peculiar,
heterogénea, competitiva e diversa, caracteristica de um fermento natural. Até o
momento, cerca de 60 espécies de BAL foram isoladas e estao presentes em massas
fermentadas, sendo a maioria heterofermentativa obrigatoria, como Levilactobacillus
brevis (antes Lactobacillus brevis), Fructilactobacillus sanfranciscensis (antes L.
sanfranciscensis), L. citreum, Limosilactobacillus reuteri (antes L. reuteri) e Weisella
confusa; heterofermentativas facultativas, como Companilactobacillus alimentarius
(antes L. alimentarius), Lacticaseibacillus casei (antes L. casei) e Lactiplantibacillus
plantarum (antes L. plantarum); e homofermentativas obrigatérias, como L.
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acidophilus, L. delbrueckii e Lactococcus lactis (Huys et al., 2013; Zheng et al., 2020;
Albagli et al., 2021).

A atividade metabdlica de BAL no fermento produz compostos secundarios
(acidos organicos, principalmente latico e acético) que promovem a acidificacdo rapida
do fermento, e que resulta em valores de pH abaixo de quatro. A rapida acidificacao
do fermento natural d& inicio a uma série de modificagBes (hidrolises acidas,
protedlises, sintese de compostos volateis e antimicrobianos) tanto na massa quanto
em seu produto final, conferindo ao pao caracteristicas desejaveis quanto aos seus
atributos tecnoldgicos como maior expansdo da massa, digestibilidade e vida de
prateleira (Siepmann et al., 2018; Yan et al., 2019; Raimondi et al., 2017; Ripari et al.,
2016; Fujimoto et al., 2019; Albagli et al., 2021; Martin-Garcia et al., 2021).

Figura 4. Atividade metabdlica de BAL e leveduras em sourdough
Substrato (farinha)

Retencio de gas -

volume do pao Retengéo de gas — volume do pao

_ Retencao d idade — taxa d
ﬁ Cepa de BAL | ™“ehecmenodopzo

¢ (metabolismo)
Producdo

co, @
; Acucares e

Acticar fe@eﬂta_yei Lo ..
Metabolismo __ _ _ - —-=="" Acidos organicos Rede de gldten
da levedura T~~a , o _-=%
T~ -u./nib[;do Desnaturfgf - 7 - .
S~ o gogo ~ - - 7’ 1
a0 -~ Acidificagao L7
roise 8- ‘ !
"E - ‘\'-\53 4
- Q‘O@O/ / Lo
. . 7 ) e
Retrogradagao o _ Olfa-amilase vidad 7 / «o‘?&b
(amido) Atividade Enzimatica AR
V@ e - b"'boObz
T~ o ’ %2
_____ . e &
____________ e
Maciez do miolo- Ret = Q.@'@O
\I/JOIL{?eddo pao encao de umidade ¢
midade e

cristalizacdo do
amido —taxa de
envelhecimento do
pao, firmeza

Fonte: LYNCH et al. (2018) adaptado.

As leveduras também participam da fermentacdo com a producdo de
metabdlitos, principalmente ao promover a producado de gas carbdnico (CO2) e etanol,
bem como compostos de aroma e sabor (glicerol, cetonas e aldeidos, entre outras

substancias) (Clément et al.; Zhang et al., 2018; Martin-Garcia et al., 2021). A figura 4
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descreve as atividades metabdlicas que ocorrem no fermento natural e seus efeitos
em pées de longa fermentacao.

Algumas cepas de BAL séo produtoras de EPS, um biopolimero natural que
atua de forma benéfica na viscosidade, gelatinizacéo, retrogradacdo do amido e na
rede de gluten tanto do fermento quanto do pao (Torrieri et al., 2014; Lynch et al.,
2018). Todos os metabdlitos secundarios produzidos pelas BAL e leveduras que estéo
em simbiose no fermento natural atuam nas caracteristicas sensoriais e nutricionais
do pdo ao aumentar a estabilidade microbiolégica, reduzindo a acédo de

microrganismos patogenos e deterioradores (Martin-Garcia et al., 2021).

3.3 IMPACTO DOS INGREDIENTES NA QUALIDADE DOS PAES

O amido é o principal constituinte da farinha de trigo (70 — 75%) e responsavel
por grande parte da absor¢cédo de 4gua e retencdo do gas. Ja os acucares da farinha
atuam também como fonte de energia primaria, sendo imediatamente consumida,
principalmente, por leveduras que os metabolizam, resultando na produgéo de
compostos alcoolicos e gas carbdnico (CO2) durante a fermentagédo e atuando de
forma significativa no volume do péo. Os acucares (glicose, frutose maltose) presentes
na farinha sédo convertidos em &cidos orgéanicos (principalmente latico e acético) que
reduzem o pH da massa e atuam diretamente na consisténcia e em a¢des bioquimicas
gue melhoram a estabilidade do fermento natural e contribuem no pao para uma
melhor formacdo da estrutura de glaten resistente. As bactérias laticas também séo
responsaveis por contribuirem com o sabor caracteristico do pdo de fermentacéo
natural. A sinergia de atuagdo das BAL e leveduras conferem caracteristicas Unicas
de aroma, sabor, estrutura da casca e do miolo que os diferenciam do pdo comum de
uma padaria tradicional (De Vuyst et al., 2017; Lynch et al., 2018; De Vuyst et al.,
2021).

Gliadinas e gluteninas sdo as principais proteinas que compde a estrutura
proteica da farinha de trigo, com cerca de 8 — 15%, sendo responsaveis pela formacéo
da rede de glaten durante o amassamento e incorporacdo dos ingredientes,
conferindo a capacidade de retencdo de gas a massa através de ligacdes de pontes
de hidrogénio, dissulfeto e de Van der Waals (De Vuyst et al., 2021; Koehler e Wieser,

2013). As bactérias laticas atuam na estrutura proteica das farinhas a partir da sua
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acdo proteolitica e durante a degradacdo enzimatica com a quebra parcial das
proteinas em moléculas menores como peptideos e aminoacidos e contribuir na
formacdo da rede de gluten interferindo também numa melhor elasticidade e
extensibilidade da massa (Lynch et al., 2018).

As fibras compdem até 3% da composicéo das farinhas de trigo, principalmente
na farinha integral, e sua hidrélise contribui na sintese de arabinoxilanos que exercem
atividade enzimatica, proteolitica e de oxirreducao na massa frente a acéo das BAL e
que tendem a fragilizar a estrutura de glaten ao produzir seus metabdlitos e baixo pH
na massa fermentada. A acidificacdo promovida pela fermentagao desses compostos
também é positiva, pois permite a maior solubilidade do gluten em meio &cido, logo,
proporciona aumento no volume e maciez do pao, bem como maior inchamento dos
granulos de amido, retardando o seu envelhecimento devido a maior gelatinizacéo e
menor retrogradacdo do amido. A fermentacdo pelas BAL poderd atuar na
solubilizacdo de determinadas fibras presentes na farinha, impactando o trato
digestivo de quem consumir esse produto. Ademais, lipidios (1 — 2%), vitaminas,
minerais e enzimas (alfa e beta amilase, proteases e oxidases) fazem parte da
composi¢do quimica da farinha de trigo e influenciam, em menor escala, na qualidade
nutricional e sensorial do pdo (De Vuyst et al., 2021).

As diversas atividades metabdlicas executadas pelas bactérias laticas na
fermentacao exercem efeitos positivos tanto no fermento quanto em seu produto final
— 0 pao. As propriedades sensoriais, tecnolégicas, menor envelhecimento e
deterioracdo do pao durante o armazenamento sao resultantes de agcdes como a
acidificacdo e hidrolise no amido, bem como atividade proteolitica por enzimas
endoégenas dos cereais que atuam na conversdao dos aminoacidos durante a
fermentacao (Ganzle, 2015; Lynch et al., 2018; De Vuyst et al., 2021).

As BAL sao ainda responsaveis pela formacdo de certos compostos
aromatizantes (Ganzle, 2014, 2015; De Vuyst et al., 2017), tal qual acidos fendlicos e
flavonoides presentes na farinha podem ser convertidos em diversos precursores de
aroma por enzimas provenientes, por exemplo, da cepa L. plantarum ou outras
espécies de BAL e/ou leveduras (Ganzle, 2014; De Vuyst et al., 2017; Ripari, Yunpeng,
& Ganzle, 2019; Boudaoud et al., 2021).

Os efeitos e impactos gerados pelas bactérias laticas sdo percebidos pelas

modifica¢cdes bioquimicas que ocorrem nos macronutrientes da farinha de trigo. Estas
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acOes ajudam a prolongar a vida util do p&o de longa fermentagcdo sem que se utilize
aditivos coadjuvantes, ao mesmo tempo que inibe o desenvolvimento de

microrganismos indesejaveis e deterioradores como bolores e fungos filamentosos.

3.4 TECNOLOGIAS EMPREGADAS NA SECAGEM DO FERMENTO NATURAL E
SEU IMPACTO NA QUALIDADE DE PAES

Os processos de secagem vém sendo utilizados como alternativas que
garantam a preservagao e viabilidade de BAL e leveduras em fermentos naturais
(Ertop et al., 2018; Reale et al., 2019; Stefanello et al., 2019; Gul et al., 2020; Caglar
et al, 2021). Um entrave para a producéo industrial de paes adicionados de fermento
natural tem sido a estabilidade microbiana dos fermentos e sua manutengéo em larga
escala (Lattanzi et al., 2014). Atualmente, o emprego de tecnologias de imobilizacao
e manutencao das culturas vivas no fermento associadas a processos de secagem
tem recebido maior espaco na oferta de fermento natural industrial com estabilidade
superior ao fermento na forma liquida ou pastosa, de menor equilibrio e tempo de vida
de prateleira.

O impacto positivo da selecdo e utilizacdo de culturas iniciadoras na
fermentacao natural ja é reconhecido pela literatura cientifica, tanto pela qualidade
nutricional quanto pela maior vida de prateleira que esse tipo de fermentacéo confere
aos paes. No entanto, ainda sdo escassas as alternativas que garantam a
manutencdo dessa microbiota com alta viabilidade, apds a aplicacdo dos processos
de secagem (Siepmann et al., 2018; Blaiotta et al., 2022). A microbiota que comp®de o
fermento natural deve possuir alta viabilidade celular apds a secagem e garantir ao
pao que foi produzido a partir do fermento natural desidratado atributos sensoriais e
tecnologicos desejados e que se assemelham a producédo do pdo comum, porém sem
a utilizacdo de levedura comercial (Saccharomyces Cerevisae) e aditivos alimentares
para produtos de panificagdo que promovem uma maior vida de prateleira.

A secagem em estufa é uma das alternativas mais comumente empregadas na
producdo de fermento em po. Este tipo de secagem tem menor custo quando
comparado aos demais meétodos. A temperatura e o tempo utilizado na desidratacao
sao fatores que podem comprometer a viabilidade celular e consequentemente reduzir
a atividade das bactérias laticas e leveduras na propagacéo, fermentacéo e levedacao

do fermento natural. Assim como ocorre na liofilizacédo e na pulverizacéo, € necessario
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que a qualidade inicial do fermento possua elevadas populagfes de células ativas de
BAL e leveduras (De Vuyst et al., 2017; Ganzle e Zheng, 2019; De Vuyst et al., 2021).

A pulverizacdo € mais uma alternativa de secagem que ocorre a partir do
processo de atomizacdo da amostra em conjunto com o calor. Nesse método de
secagem, a amostra inicialmente liquida € pulverizada no equipamento, onde formam-
se goticulas que, em contato com correntes de circulagdo de ar quente evaporam a
agua, ocorrendo a remoc¢ao da umidade da goticula, transformando-a em particula
sélida. Todo esse processo se da em poucos segundos, caracterizando-se como
meétodo rapido e eficiente (Caglar et al., 2021; Reale et al., 2019).

Uma das alternativas para producdo de fermento seco que preserve 0S
microrganismos presentes no produto € o processo de liofilizacdo (Stefanello et al.,
2019), método que tem sido tradicionalmente utilizado como forma de preservar
células e permitir alta taxa de recuperacéo ao longo do armazenamento. Entretanto,
0 congelamento que antecede a liofilizacdo é reconhecido como um processo que
degrada boa parte das células viaveis ao formar cristais extracelulares que geram
vazamentos de agua e podem prejudicar a viabilidade celular da microbiota do
fermento durante o congelamento. Em contrapartida, o uso de crioprotetores exerce
importancia ao prevenir ou diminuir a incidéncia de danos causados pela secagem, a
exemplo de glicerol, soro de leite, sacarose, trealose e frutooligossacarideos (FOS)
(Jiang et al., 2023; Reale et al., 2019; Stefanello et al., 2019).

Todas as técnicas de secagem possuem vantagens e desvantagens. A
liofilizac&o e pulverizagdo permitem ao produto seco uma maior estabilidade quando
comparado a outros métodos convencionais de secagem. Esses dois exemplos sao
reconhecidos como excelentes alternativas de secagem que reduzem a umidade e
diminuem atividade enziméatica do fermento, e, consequentemente, aumentam a sua
vida de prateleira. As condi¢Ges extremas as quais sdo submetidos os microrganismos
tendem a reduzir a sua capacidade e aplicabilidade na levedacdo durante a
fermentacao (Siepmann et al., 2019; Calasso et al., 2023).

As técnicas de secagem e a utilizagdo de crioprotetores visam preservar ao
MAaximo 0S microrganismos presentes na microbiota do fermento. A utilizag&o correta
do método escolhido para a secagem possibilita a preservacdo da sua viabilidade
celular quando reinserido na fermentacao e producdo de fermento natural. Em geral,

todos os processos de secagem visam uma melhor e eficiente alternativa de
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armazenamento em larga escala do que foi produzido, sem a necessidade da
utilizacao de refrigeracéo e/ou congelamento (Mantzourani et al., 2019; Romano et al.,
2019).
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CAPITULO Il = ARTIGO 1

RESUMO

Os resultados presentes no capitulo I, intitulado “Explorando os impactos de
cepas de Lactobacillus spp. como cultura iniciadora na qualidade de paes de longa
fermentacdo”, serd submetido em periédico internacional relacionado com a temética
da pesquisa. O estudo investigou o impacto de cepas isoladas de frutas e residuos de
frutas como cultura iniciadora na fermentacao, propagacéo e producédo de fermento
natural e sua qualidade na producdo de pédes de longa fermentacédo. Trés cepas
(Limosilactobacillus fermentum 56, Lactiplantibacillus pentosus 129, and
Limosilactobacillus fermentum 139) foram selecionadas de acordo com os protocolos
de selecdo aplicados em fermentacdo baseados em cereais. Os fermentos
apresentaram maturacdo apos 10 dias de propagacao, atrelado a caracteristicas de
pH acido e microbiota estavel (bactérias laticas e leveduras), o que possibilitou a
producdo de paes com excelentes caracteristicas de qualidade, vida de prateleira e
sensorial, em especial para os paes produzidos com as cepas L. pentosus 129 e L.
fermentum 139. O estudo permitiu o aperfeicoamento de protocolos de elaboragéo de
fermento natural j4 existentes, e o0s resultados obtidos neste estudo deram
continuidade a producgéo de fermentos naturais liofilizados adicionados de cepas de
Lactiplantibacillus pentosus 129 e Limosilactobacillus fermentum 139 e em co-cultura

na producédo de paes de longa fermentacéao.
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Explorando os impactos de cepas de Lactobacillus spp. como culturainiciadora
na qualidade de paes de longa fermentagéo

Resumo

Este estudo investigou cinco cepas de Lactobacillus spp. (Limosilactobacillus
fermentum 56, Lacticaseibacillus paracasei 106, Lactiplantibacillus pentosus 129,
Limosilactobacillus fermentum 139 e Limosilactobacillus fermentum 141) como
culturas iniciadoras na producdo de fermento natural. As cepas foram avaliadas
guanto a acidificacdo, protedlise e producdo de exopolissacarideos, sendo
selecionadas as com melhor desempenho nos testes: L. fermentum 56 (Lf56), L.
pentosus 129 (Lpel29) e L. fermentum 139 (Lf139). Trés tipos de fermento natural
fresco (FN) Lf56, Lpel29, Lf139 e um Controle foram produzidos e caracterizados
guantos aos parametros microbioldgicos e fisico-quimicos durante dez dias. A adicéo
das cepas selecionadas aos fermentos naturais levou a uma rapida queda no pH
durante a propagacdo e a maiores contagens de bactérias laticas (BAL) nos dois
primeiros dias, estabilizando apdés o periodo de maturacdo de dez dias. Quando
incorporado ao pé&o, os fermentos inoculados com Lactobacillus spp. melhoraram
significativamente a qualidade microbiolégica do péo, especialmente Lpel29 e Lf139,
resultando em pH, umidade e dureza mais baixos em comparacédo ao Controle. Na
avaliacao sensorial, o Lf56 obteve maior pontuacéo em estrutura alveolar, enquanto o
Lpel29 se destacou em resiliéncia, aroma amanteigado e maciez. Os resultados
deste estudo demonstraram que o uso de cultura iniciadora de bactérias laticas
permitiu amadurecimento e condi¢des de estabilizacdo apos dez dias de propagacao
continuas, e possibilitou aplicacdo dos fermentos naturais na producao de paes de
longa fermentacdo, com melhorias significativas nas amostras com os fermentos

inoculados.

Palavras-chave: Culturas iniciadoras. Bactérias acido-laticas. Fermento natural.

Panificacao.
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Abstract

This study investigated five strains of Lactobacillus spp. (Limosilactobacillus
fermentum 56, Lacticaseibacillus paracasei 106, Lactiplantibacillus pentosus 129,
Limosilactobacillus fermentum 139, and Limosilactobacillus fermentum 141) as starter
cultures for sourdough production. The strains were evaluated for acidification,
proteolysis, and exopolysaccharide production. The strains L. fermentum 56 (Lf56), L.
pentosus 129 (Lpel29), and L. fermentum 139 (Lf139) were selected for significant
fermentation potential were characterized in terms of microbiological and
physicochemical parameters. Three types of sourdough (SD) Lf56, Lpel129, Lf139, and
a Control were produced and characterized in terms of microbiological and physical-
chemical parameters during ten days. The addition of the selected strains to the
sourdough led to a rapid drop in pH during back-slopping and higher lactic acid bacteria
(LAB) counts in the initial two days, stabilizing after the ten-day maturation period.
When incorporated into bread, the sourdough with Lactobacillus spp. significantly
improved the microbiological quality of the bread, especially Lpel29 and Lf139,
resulting in lower pH, moisture, and hardness compared to the Control. In sensory
evaluation, Lf56 scored higher in alveolar structure, while Lpel29 stood out in
resilience, buttery aroma, and softness. The results of this study demonstrated that the
use of starter culture of lactic acid bacteria was positive and that the sourdoughs
obtained maturity after ten days of continuous propagation, and allowed the

satisfactory application of sourdoughs to produce long-fermented breads.

Keywords: Starter cultures. Lactic acid bacteria. Sourdough. Bread-making.
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1. Introducéao

O péo de fermentacgao natural remonta a 3.000 a.C. (Cauvain, 2016; Minervini,
Celano, Lattanzi, De Angelis, & Gobbetti, 2016), com sua producéo historicamente
dependente da fermentacdo espontdnea da massa que naturalmente contém
bactérias e leveduras selvagens enddgenas (Arora et al.,, 2021). O processo de
fermentacdo espontanea envolve uma gama diversificada de microrganismos, que
dependem dos ingredientes e das condicOes de fermentacdo adequadas para a sua
manutencao (Gobbetti, Minervini, Pontonio, Di Cagno, & De Angelis, 2016; Minervini
et al., 2011).

O aumento do uso da fermentacéo natural, também conhecida como “Levain”
ou “Sourdough” na producdo de pao é motivado pelas caracteristicas Unicas
introduzidas pelos microrganismos naturais, diferenciando-o do pé&o tradicional
comumente produzido a partir de cepas industrializadas de Saccharomyces cerevisiae
(Minervini et al., 2010; Stefanello et al., 2019).

Sourdough consiste em uma mistura de farinha de cereal e 4gua que fornece
um ambiente rico para uma populacao diversificada de bactérias, principalmente as
bactérias laticas (BAL) e leveduras. Esses microrganismos contribuem para a
fermentacao e producdo de aroma, sabor, textura e volume do p&ao, bem como para a
formacdo de uma rede tridimensional de gluten. A acidificacdo resultante deste
processo de fermentacdo também serve como controle microbiano, aumentando
assim a vida util do pédo (Coda, Cagno, Gobbetti, & Rizzello 2014; Minervini et al.,
2010; Ventimiglia et al., 2015).

Em produtos de panificacdo, a introducdo de microrganismos isolados tem
sido amplamente explorada. Varios estudos (Lynch, Coffey, & Arendt, 2018; Moroni,
Dal Belo, & Arendt, 2009; Ventimiglia et al., 2015) relatam que o uso de culturas
iniciadoras, principalmente por BAL, na producdo de massa fermentada é
tecnologicamente viavel, seja pelo emprego de uma Unica cepa ou uma combinacgao
de cepas e/ou leveduras. Esses microrganismos, principalmente da familia
Lactobacillaceae sdo importantes para a fermentacdo devido a produgcdo de
compostos antimicrobianos que inibem a deterioragcdo e/ou microrganismos
patogénicos (Coda et al., 2014; Hadaegh, Seyyedain Ardabili, Tajabadi Ebrahimi,
Chamani, & Azizi Nezhad, 2017; Martinbianco, Martins, Rech, Flores, & Ayub 2013;

Reale et al., 2016; Todorov & Franco, 2010; Zheng et al., 2020).
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No contexto do uso de bactérias laticas como culturas iniciadoras, algumas
espécies, como Lactiplantibacillus plantarum, Lacticaseibacillus casei,
Lacticaseibacillus paracasei, Lactiplantibacillus pentosus e Fructilactobacillus
sanfranciscensis, foram identificadas como particularmente adequadas devido a sua
capacidade de adaptacdo a microbiota de massa fermentada (Randazzo, Heilig,
Restuccia, Giudici , & Caggia, 2005; Ventimiglia et al., 2015; Zheng et al., 2020). Estas
espécies sao alguns exemplos de BAL que podem ser incorporadas como culturas
iniciadoras na producéo de fermento natural.

Culturas iniciadoras de bactérias laticas e leveduras tém sido empregadas
para melhorar as caracteristicas do fermento natural na producdo de produtos de
panificacdo. Esses microrganismos exercem impacto benéfico nas caracteristicas
tecnoldgicas de toda uma cadeia de producao que perpassa a fermentacdo da massa
e influéncia a qualidade sensorial e nutricional do pao. Esses microrganismos atuam
na massa produzindo enzimas, &cidos organicos, exopolissacarideos (EPS) e
compostos antimicrobianos, melhorando assim a textura, o aroma, o sabor, a
composicdo nutricional e maior vida de prateleira do produto (Blaiotta, Romano,
Trifuoggi, Aponte, & Miro; Fraberger, Unger, Kummer, & Doming, 2020; Ganzle &
Zheng, 2019). Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar e selecionar espécies
de bactérias laticas como cultura iniciadora na producéo de fermento natural fresco e

avaliar os seus efeitos na qualidade de paes de longa fermentacéo.
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2. Materiais e métodos

2.1. Microrganismos, condi¢des de crescimento e producao de fermento natural

Cinco cepas de Lactobacillus spp., isoladas e previamente identificadas por
Garcia et al., (2016) foram utilizadas neste estudo (Tabela 1). Os ingredientes
utilizados para o preparo da massa fermentada e dos paes foram: Farinha de trigo
(tipo 1, 10 g de proteina, 74 g de carboidratos, 1,4 g de gordura total e 2,8 g de fibra;
Dona Benta, Moinho J. Macédo, Salvador, BA, Brasil); sal refinado (Veneza, Reprasal,
Mossord, RN, Brasil), acucar branco granulado (Petribu, Usina Petribu, Lagoa de
Itaenga, PE, Brasil), manteiga (Camponesa, Lagoa da Prata, MG, Brasil) e 4gua. Para
o pao “tradicional” foi utilizado fermento seco de panificagdo (Saccharomyces

cerevisiae) (Fleischmann, Pederneiras, SP, Brasil).

Tabela 1. Descricdo das espécies de bactérias laticas com potencial uso como cultura
iniciadora na producéo de fermento natural

Espécie Cédigo Origem Referéncia
Limosilactobacillus fermentum 56 Lf56 Subproduto da acerola
(Malpighia glabra L.)
Lacticaseibacillus paracasei 106 Lpcl06  Subproduto da Graviola
(Annona muricata L.)
Lactiplantibacillus pentosus 129 Lpel29  Subproduto da manga (Garcia et al., 2016; 2018)
(Mangifera indica L.)
Limosilactobacillus fermentum 139 Lf139 Subproduto da manga
(Mangifera indica L.)
Limosilactobacillus fermentum 141 Lf141 Subproduto da manga

(Mangifera indica L.)

2.2 Caracterizacédo e selecdo das BAL
2.2.1 Atividade de acidificacao

A acidificacdo das cepas foi avaliada in vitro, usando um caldo de farinha
estéril (CFE) preparado conforme descrito por Alfonzo et al. (2013). As cepas foram
inoculadas em caldo De Man, Rogosa e Sharpe (MRS) (SIGMA Aldrich, Alemanha)
até fase estacionaria (22 a 24 horas) e em seguida coletadas por centrifugacao a 5000
rpm/ 5 min, com posterior lavagem do pellet em tampéao salina-fosfato 1X (PBS) pH
7,2 (Composicao para 1L: 8,06g NaCl; 0,229 de KClI; 1,15g Na2HPO4; 0,20g KH2HPOa4)
duas vezes, ap0s padronizacdo do inéculo bacteriano a ODes2snm = 1,0. As amostras
selecionadas foram inoculadas uma a uma, separadamente (1%, v/v) em 20 mL de

CFE e incubados durante 24 h/30°C. O pH foi medido em intervalos de 2 h, 4h, 6h e
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8 h, 24h, 48h e 72h de incubagdo apds a inoculacdo inicial. As amostras foram
mantidas a temperatura constante de 30°C em estufa, até ultima leitura (72h). Os
resultados foram expressos avaliando a variacao dos valores de pH de cada cepa ao

longo do periodo de incubacéo (Ventimiglia et al., 2015).

2.2.2 Atividade proteolitica

A atividade proteolitica das cepas de BAL foi determinada em placas de agar
utilizando método previamente descrito (Ventimiglia et al., 2015). Gelatina (Sigma-
Aldrich) foi empregada como substrato de protease e incorporada em cada meio a
uma concentracdo de 1% (p/v). A atividade proteolitica foi considerada positiva

quando foi identificado halo = 1Tmm.

2.2.3 Producéao e extracdo de exopolissacarideo (EPS)

As cepas de BAL foram cultivadas em caldo MRS suplementado com 2% (p/v)
de glicose durante 3 dias a 37 °C sob condicbes anaerdbicas (Anaerogen System
Anaerogen, Oxoid, Hampshire, UK). As células foram centrifugadas (6000 rpm, 20
min, 20 °C), misturadas na proporcéo de 1:2 com etanol 95% (v/v) frio (Fmaia, Minas
Gerais, Brasil) e armazenadas a 4 °C por 24 h para induzir a precipitagéo de EPS. O
EPS precipitado foi recuperado por centrifugacao (4000 rpm, 15 min, 4 °C), lavado
com agua destilada estéril e seco a 55 °C até atingir peso constante. A concentracao
de peso seco (mg/L) foi medida para determinar a quantidade de EPS produzida (de
Albuquerqgue et al., 2017).

2.2.4 Preparacao de indculo e produgéo de massa fermentada

Com base na avaliacéo da acidificacéo, proteodlise e producdo de EPS, uma
Andlise de Componentes Principais (PCA) foi realizada para determinar as cepas de
Lactobacillus spp. para producao de massa fermentada, sendo selecionadas as cepas
L. fermentum 56, L. pentosus 129 e L. fermentum 139 (Figura 1). O desenvolvimento
e propagacédo da massa fermentada seguiram o protocolo descrito por Minervini et al.,
2010, com algumas modificacdes. As cepas selecionadas foram inoculadas em caldo

de Man, Rogosa e Sharpe (MRS) e incubadas a 37 °C até atingir a fase exponencial
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(24 + 1 h). Posteriormente, as células foram centrifugadas (6000 rpm, 10 min, 4 °C),
lavadas duas vezes com tampéao salina-fosfato PBS (pH 7,2) e ressuspendidas em
agua destilada estéril (10 - 11 log UFC/ml) para posterior inoculagdo em seus
respectivos fermentos naturais [FN + cepa (Lf56 - L. fermentum 56; Lpel29 - L.
pentosus 129; Lf139 - L. fermentum 139)]. O fermento natural controle (microbiota
selvagem) foi preparado com as mesmas quantidades de agua e farinha, mas sem
adicao da cepa de BAL.

Apos a preparacao dos fermentos naturais (Controle, Lf56, Lp129 e Lf139), as
amostras foram incubadas a 30 °C por 24 h em uma estufa de Demanda Bioquimica
de Oxigénio (BOD). Ap0s esse periodo, se iniciou a primeira etapa de propagacéo
pegando uma porcéo do fermento natural incubado 24 horas e misturando-a com agua
e farinha (tipo 1, Dona Benta, Moinho J. Macédo, Salvador, BA, Brasil). Este processo
de propagacédo foi conduzido uniformemente para todas as amostras de fermento
natural, seguido por uma incubacao adicional a 30 °C durante 24 h. A sequéncia de
propagacao e incubacao foi repetida a cada 24 horas até um periodo maximo de 10
dias. Durante esse periodo, foram coletadas aliquotas diarias do fermento natural (do

dia 2 ao dia 10) para analises fisico-quimicas e microbiolégicas.

Figura 1. Andlise de Componentes Principais (PCA) para selecéo de bactérias laticas
na producédo de fermento natural e paes de longa fermentacao.
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2.3 Producéao de paes de longa fermentacao

Apoés o periodo de propagacédo de 10 dias, por¢cdes de cada amostra de
fermento natural (Controle, Lf56, Lpel29 e Lf139) foram utilizadas para produzir paes
seguindo a formulacao descrita na Tabela 2. Todos os ingredientes foram pesados de
acordo com as proporcoes delineadas neste estudo, conforme apresentado na Tabela
3. Os ingredientes secos, incluindo farinha de trigo e acucar foram adicionados de
agua e fermento natural. No entanto, 1,5% de fermento biolégico seco foi utilizado

para a producédo do péao tradicional em vez de fermento natural.

Tabela 2. Formulacdes de pdes com massa fermentada inoculada com cepas de
Lactobacillus spp. e controles.

Amostra (Pao) Lactobacillus spp. Saccharomyces cerevisae
Tradicional Nao Sim
Controle Nao N&o
Lf56 L. fermentum 56 N&o
Lp129 L. pentosus 129 N&o
Lf139 L. fermentum 139 N&o

A mistura dos ingredientes foi sovada em maquina de péao (Britania Multi Pane,
Joinville, SC, Brasil) por 5 minutos. A manteiga foi adicionada a massa ap6s 3 min,
uma vez que a rede de gluten estava parcialmente desenvolvida. Apés a sova, a
massa passou pela primeira fermentagdo por 20 minutos com dobras a cada 10
minutos para desenvolver uma massa macia, elastica e extensivel. Apds a
fermentacao inicial, a massa foi pesada, dividida em por¢cdes de 100 g, boleada e
moldada em fildo e imediatamente colocada em assadeiras polvilhadas com farinha
de trigo para a segunda fermentacao. O “pao tradicional” com fermento biolégico seco
teve tempo de fermentacédo reduzido (45 min — 1 h). Apés a segunda fermentacao, os
paes foram transferidos para formas e assados em forno de lastro a 200°C por 30 min.
Apoés o forneamento, os paes foram resfriados a temperatura ambiente (26 + 2 °C),
acondicionados em sacos de polietileno, etiguetados e armazenados na mesma

temperatura por 7 dias para analises microbioldgicas e fisico-quimicas.
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Tabela 3. Ingredientes utilizados na producéo de paes com fermento natural inoculado
com cepas de Lactobacillus spp., controle e tradicional

Formulacéo %
Ingredientes

Paes P&o tradicional
(Controle, Lf56, Lpel129 e Lf139)
Farinha de trigo branca (**) 100g 100g
Agua 55 mL/100 g de ** 55 mL/100 g de **
Acgucar 49 /100g de ** 49 /100g de **
Sal 1,5g/100 g de ** 1,59/100 g de **

Manteiga 29 /100g de ** 29 /100g de **
Fermento natural fresco 40 g/100 g de ** -

Fermento bioldgico seco o
(Saccharomyces cerevisiae) ) 1,59/100 g de

Fonte: Stefanello et al. (2019) com modifica¢des.

2.4 Caracterizacdo microbiolégica e fisico-quimica do fermento natural e dos paes
elaborados

Aliguotas dos fermentos naturais foram analisados em triplicata
imediatamente apds o preparo (tempo 0) e diariamente durante todo o periodo de
propagacéo (do dia 1 ao dia 10). Os paes também foram analisados em triplicata nos
tempos 0, 1, 3 e 7 dias para determinar contagens de BAL e leveduras, contagem de
Staphylococcus coagulase-positiva, Escherichia coli e presenca/auséncia de
Salmonella spp.

2.4.1 Andlise microbiolégica

- Enumeracéo de contagens de células viaveis de BAL e leveduras:

Amostras de fermento natural e pdo foram avaliadas quanto a contagem de células
viaveis de BAL. Para cada analise, 25 g da amostra foram diluidas em 225 mL de
solucédo de agua peptonada 0,1% (p/v) e diluidas serialmente (1:9, v/v) no mesmo
diluente (10 - 10%). Aliquotas de 20 uL de cada diluicédo seriada foram inoculadas
(usando o método de microgota) (Liu et al., 2018) em placas contendo agar MRS e
incubadas a 37 °C por 48 h. Apds o periodo de incubacéo, as células viaveis de BAL
foram enumeradas e os resultados foram expressos como log UFC/g (Gobbetti et al.,
2016). Para determinar a contagem de células viaveis de levedura, aliquotas de 100
uL de cada diluicio em série foram inoculadas em placas contendo Agar Dextrose de
Batata (PDA) e incubadas a 28 °C por 72 — 96 h. Apés o periodo de incubacéo, as
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células viaveis de levedura foram enumeradas e os resultados foram expressos como
log UFC/g (Stefanello et al., 2019).

- Enumeracéo de Staphylococcus coagulase positiva e Escherichia coli com:

25 g de cada amostra de péo foram diluidas em 225 mL de 4gua peptonada a 0,1% e
posteriormente diluidas até 10°. A confirmacdo para Staphylococcus coagulase
positiva foi enumerada usando a técnica de tubos multiplos realizada usando o meio
agar Baird-Parker [suplementado com emulsédo de gema de ovo com telurito] (Food
and Drug Administration, 2001), enquanto E. coli foi detectada através de crescimento
em agar Eosina Azul de Metileno (EMB) com incubacéo a 37 °C por 24-48 horas
(APHA, 2001; Silva et al., 2017).

- Determinacédo da presenca/auséncia de Salmonella spp.:

259 de cada amostra de péo foram diluidas em 225 mL de 4gua peptonada a 0,1% e
depois incubadas a 35 °C por 24 horas para pré-enriqguecimento. Apos o0 pré-
enriguecimento, 1 mL da amostra foi inoculada em 10 mL de caldo Rappaport
Vassiliadis e em 10 mL de caldo Selenita Cistina e incubada a 35 °C por 24 h.
Aliquotas desses caldos foram inoculadas em agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD),
agar Bismuto Sulfito (BS) e agar Salmonella/Shigella (SS) (Silva et al., 2017).
Amostras com colbnias caracteristicas de Salmonella spp. foram submetidas a

exames bioquimicos confirmatorios.

2.4.2 Andlise fisico-quimica de fermento natural e pdo de fermento natural preparado

- pH: 10 g da amostra foram homogeneizadas em 90 mL de agua destilada. O pH da
suspensao resultante foi medido por meio de um potenciémetro (modelo PHS-3E,
Even, Sao Paulo, SP, Brasil) previamente calibrado e operado conforme instrucdes
do fabricante (AOAC, 2016).

- Acidez total titulavel (ATT): 10 g do fermento natural e do pao foram homogeneizada

em 90 mL de agua destilada. Duas gotas de solucdo de fenolftaleina foram

adicionadas a suspensao e tituladas com solucéo de hidréxido de sdédio (NaOH, 0,1N).
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A ATT foi expressa em ml de NaOH 0,1N consumido por 10 g de amostra (Aoac,
2016).

- Umidade: O teor de umidade do pao foi determinado secando 2 g de cada amostra
em estufa de circulacao de ar (ACB Labor, Sao Paulo, SP, Brasil) a 105 °C até atingir
peso constante (Aoac, 2016).

2.5 Caracterizacao tecnolégica do pao fermentado
2.5.1 Volume especifico

O volume especifico dos péaes foi determinado pelo método de deslocamento
das sementes de milheto (Panicum miliaceum L.) e os resultados foram expressos em

g/cm 2 (Mantozourani et al., 2019).

2.5.2 Anélise de cor

A cor do miolo do pao fatiado foi avaliada em trés pontos de fatias centrais
medindo 3x3 cm. As medidas foram realizadas utilizando um colorimetro CR-300
(Minolta, Osaka, Japédo) e parametros de cor, nomeadamente L*, variando de zero
(preto) a 100 (branco); a*, indicando uma faixa de vermelho (positivo) a verde
(negativo); e b*, indicando um espectro de amarelo (positivo) a azul (negativo). Esses

parametros foram analisados conforme método CIELab (Stefanello et al., 2019).

2.5.3 Andlise de textura

Os parametros de textura foram determinados com cinco repeticées utilizando
o teste de compressao dupla com um texturémetro CT3 Texture Analyzer (Brookfield,
Middleborough, EUA) equipado com uma sonda de compresséo cilindrica de 25 mm
de diametro. O pao foi cortado em fatias de 1,5 cm de espessura, 3 cm de altura e 3
cm de largura e submetido a analise de textura no pdo fatiado nas seguintes
condicdes: velocidade pré-teste 5 mm/s, velocidade teste 1,0 mm/s e velocidade pos-
teste 5 mm/s, compressao de 30% e tempo entre as duas compressoes de 5 seg. Os
parametros medidos foram dureza, mastigabilidade e elasticidade (Yildirim & Arici,
2019).
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2.6 Andlise Descritiva Quantitativa (ADQ)

A Analise Descritiva Quantitativa (ADQ) foi realizada seguindo metodologia
descrita anteriormente (Sidel & Stone, 1993). Este estudo foi submetido a reviséo ética
pelo Comité de Pesquisa com Seres Humanos (Hospital Lauro Wanderley,
Universidade Federal da Paraiba — Brasil) e aprovado sob o niumero de protocolo
56337916.2.0000.5188. A analise sensorial compreendeu cinco etapas: recrutamento,
selecdo dos provadores, desenvolvimento da terminologia descritiva, treinamento e
avaliacado da amostra. As avaliagOes foram realizadas por nove provadores treinados
(consumidores de pao de fermento natural), que avaliaram atributos como aparéncia
(estrutura alveolar), cor (casca e miolo), aroma (amanteigado e frutado), sabor (acido
e fermentado) e textura (dureza, resiliéncia e maciez). Cada atributo foi medido em
uma escala de intensidade n&o estruturada que varia de zero (baixo) a nove (forte).
As amostras de pao de fermentacdo natural foram servidas em pratos descartaveis,
com bolachas e agua mineral para limpeza do paladar, e analisadas em cabines

individuais sob condic¢des controladas de iluminacéo, temperatura e ruido.

2.7 Anélise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicata em trés experimentos
independentes, e os resultados foram expressos como média + desvio padrao. O teste
de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificar a distribuicdo normal dos dados.
Diferencas significativas foram determinadas (p < 0,05) por meio da ANOVA seguida
de teste de Tukey. A Andlise de Componentes Principais (PCA) foi realizada para
identificar as cepas mais promissoras com base nas caracteristicas medidas
(acidificacdo, producdo de EPS e atividade proteolitica). Um valor de p <0,05 foi
considerado estatisticamente significativo. O programa XLSTAT verséo

2019.2.2.5964 foi utilizado para todas as analises estatisticas.
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3. Resultados e discussao

3.1 Acidificacéo

A avaliacdo da acidificacdo em CFE para as cepas de Lactobacillus spp.
resultaram em valores de pH que variaram de 5,58 £ 0,12 a 6,67 + 0,04 no tempo
zero, que diminuiram para uma faixa de 3,42 £ 0,11 a 3,60 £ 0,01 as 72 h (Tabela 4).
Todas as amostras nao tiveram reducdo significativa de pH, exceto aquelas
inoculadas com Lpel29 e Lf139. Apds 8 h, tanto as amostras Controle e Lpcl06
guanto a amostra Lf56 nao tiveram variacéo significativa de pH, mantendo os maiores
valores de pH. As 24 h, todas as amostras apresentaram queda significativa de pH,
exceto o Controle. Lpel29, Lf139 e Lf141 apresentaram os menores valores de pH.
Todas as amostras apresentaram valores de pH semelhantes apds 72 h e todas as

cepas apresentaram valores de pH abaixo de 3,60.

Tabela 4. Valores médios + desvio padrdo para determinacdo de acidificacdo em
caldo de farinha estéril (SFE) com L. fermentum (Lf56), L. paracasei 106 (Lpc106), L.
pentosus (Lpel29), L. fermentum 139 (Lf139), L. fermentum 141 (Lf141) e controle
(n&o inoculado) durante 72 h (30 = 1 °C), exopolissacarideo (EPS) e avaliacédo
qualitativa da atividade proteolitica

Tempo Bactérias laticas
(horas) Controle Lf56 Lpcl106 Lpel29 Lf139 Lf141
0 5.655 6.41% 6.67" 5,585 5.78% 5.805
+0.07 +0.01 +0.04 £0.12 +0.03 +0.13
2 5.7582 6.46% 6.66%2 5.6582 57568 5.8882
+0.07 +0.08 +0.09 +0.07 +0.07 £0.11
4 5.7982 6.59% 6.59%2 5.06° 5,268 5.5582
+0.13 +0.13 +0.13 +0.06 +0.06 +0.07
6 5.7882 6.48" 6.55% 4,580 4.67¢ 4.780
+0.11 +0.12 +0.07 +0.03 +0.10 +0.11
8 5,758 6.56" 5.988 4.47¢ 4.45¢¢ 4,540
+0.07 +0.08 +0.03 +0.04 +0.08 +0.08
24 5.44%2 4,088 3.76C¢ 3.59¢ 3,550 3.76C¢
+0.08 +0.02 +0.09 +0.01 +0.07 +0.06
48 4,350 4038 3.47¢¢ 3.57¢d 3.59¢d 3.69¢¢
+0.07 +0.10 +0.03 +0.04 +0.01 +0.01
72 3.60%¢ 3.48%¢ 3.42Ad 3.48Ad 3.48Ad 3.58A¢
+0.01 +0.02 +0.11 +0.03 +0.03 +0.03
EPS (mg/L) 033+0.03" 0.16+0.03° 020+001° 020006 0.13+0.01°
Proteolise* - - - - -

2-dNa coluna, médias seguidas de letras diferentes diferem estatisticamente (p <0,05). #-° Na linha, as médias seguidas de
letras diferentes diferem estatisticamente (p < 0,05). Controle: CFE néo inoculado; Lf56: Limosilactobacillus fermentum 56;
Lpcl06: Lacticaseibacillus paracasei 106; Lpel29: Lactiplantibacillus pentosus 129; Lf139: Lactobacillus fermentum 139; Lf141:
Lactobacillus fermentum 141. *Atividade proteolitica considerada (+) quando detectado halo = 1mm.*** ndo realizada
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Os microrganismos utilizados na fermentacao natural devem possuir certas
caracteristicas para se adaptarem tanto as condi¢fes de fermentacdo como a matriz
onde sado incorporados. A capacidade de produzir acidos organicos e tolerar
flutuacbes de pH ao longo do processo de fermentagédo sdo atributos fundamentais
para a selecao de cepas (Alfonso et al., 2013). Os resultados deste estudo corroboram
com os encontrados por Alfonso et al. (2013) sobre a capacidade de acidificacdo por

cepas de BAL em farinha de trigo.

3.2 Producéo de EPS e atividade proteolitica

Os valores de producao de EPS variaram de 0,13 £ 0,01 a 0,33 = 0,03 mg/L
(Tabela 4), sendo que Lf56 apresentou o maior valor (0,33 + 0,03) e Lf 141 o menor
valor (0,13 £ 0,01). Todas as cepas de Lactobacillus spp. tiveram atividade proteolitica
negativa e producédo positiva de EPS (Tabela 4).

BAL produzem metabdlitos secundarios e EPS, além de exercer atividade
proteolitica durante a fermentacdo e acidificacdo da massa fermentada. Esses
processos contribuem para o aroma, sabor, textura e desenvolvimento da massa na
producdo de pao de fermento natural. No entanto, a atividade proteolitica excessiva
de algumas BAL pode impactar negativamente a qualidade da massa fermentada e
influenciar a vida util do pao de longa fermentacéo (Lynch et al., 2018).

Considerando os resultados de acidificacdo in vitro, producdo de EPS e
atividade proteolitica, foi realizada uma PCA para determinar as cepas de
Lactobacillus spp. para producéo de fermento natural. A anélise PCA revelou que Lf56
teve a maior producao de EPS, enquanto Lf141 e Lpc106 tiveram a menor producéo
de EPS. Entretanto, Lf139 e Lpel29 apresentaram superior capacidade de
acidificacdo e produgéo de EPS. Assim, as cepas Lf56 (L. fermentum 56), Lpel129 (L.
pentosus 129) e Lf139 (L. fermentum 139) foram selecionadas para utilizacdo na

producado de fermento natural.

3.3 Parametros microbiologicos, pH e analise de acidez titulavel em massa
fermentada
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3.3.1 Enumeracédo de contagens de células viaveis de BAL e leveduras em massa
fermentada

As cepas de Lactobacillus spp. selecionadas conforme PCA foram usadas
como culturas iniciadoras na producao de fermento natural para avaliar seus impactos
na qualidade e maturacéo do fermento natural fresco. As contagens de células viaveis
de BAL nas amostras de fermento natural variaram de <2 a 9,20 + 0,01 log UFC/g
durante o tempo de propagacdo de 10 dias avaliado (Tabela 2). Mudancas nas
contagens de BAL foram observadas em geral entre os dias 3 e 8 de propagacédo. No
entanto, todas as amostras aumentaram significativamente as contagens de BAL no

nono e décimo dias.

Tabela 6. Valores médios (log UFC/g) £ desvio padréo para contagens de células
viaveis de bactérias lacticas e leveduras em fermento natural fresco durante periodo
de propagacédo de dez dias a 30 £ 1 °C.

1(-3?;2;) Fermento Natural Fresco (FN)
Controle Lf56 Lp129 Lf139

0 <2 5.70+0.01A9 5.70+0.02Af 5.44+0.0689¢

1 4.15+0.218f 7.18+0.09Af 6.68+0.08Ae 6.65+0.24Af

2 4.00+0.01¢f 7.59+0.164¢ 7.22+0.068d 7.23+0.048de

3 8.17+0.01Ad 8.73+0.09Abc 5.56+0.365f 5.36+0.2689¢

4 5.69+0.08Ce 8.33+0.018Bcd 6.22+0.11Ce 9.16+0.11Aa
BAL 5 8.62+0.06AB¢ 8.75+0.09A0 8.42+0.028¢bc 7.00+0.02Cef
6 8.82+0.038B¢bec 9.10+0.01Aab 9.05+0.034a 9.12+0.03Aa

7 9.19+0.024a 9.20+0.014a 8.24+0.118¢ 7.59+0.168cd

8 8.50+0.02Acd 7.98+0.01Bde 7.97+0.028¢ 7.77+0.218c

9 9.16+0.154ab 8.88+0.268ab 8.78+0.058ab 8.44+0.06A8b
10 9.13+0.02Aab 9.03+0.04Aab 8.87+0.04Aab 9.01+0.08Aa

0 3.26+0.03A¢ 1.60+0.14Af9 2.93+1.63A¢ 3.26+0.09A¢

1 2.42+0.08¢d 4.10+0.14Bcd 4.98+0.084a 5.16+0.06A2

2 1.31+0.1068f 6.39+0.554a 5.52+0.06%2 5.53+0.044=

3 1.18+0.08¢¢f 3.37+0.39Ade 3.00+0.10ABbe 2.20+0.088d

4 1.60+0.048Bef 1.00+0.02B9 1.30+0.068¢ 2.20+004Ad
Leveduras 5 1.05+0.108f 1.78+0.10A8f 1.60+0.43ABc 2.20+0.10Ad
6 1.00+0.07¢f 2.15+0.218f9 3.67+0.27A=c 2.29+0.028d

7 1.00+0.028f 1.47+0.0489 4.10+0.14Aa 3.52+0.25A¢

8 2.30+0.068d 2.55+0.218ef 5.27+0.23Aa 4.50+0.184p

9 4.46+0.37A0 4.40+0.25A0c 5.46+0.22Aa 5.40+0.29%a
10 5.52+0.16A 5.20+0.01A0 5.57+0.24Aa 5.60+0.15%a

a-9Em coluna, média + desvio padrao com letras diferentes difere estatisticamente (p <0,05). #-¢ Em linha, média + desvio padrao
com letras diferentes difere estatisticamente (p <0,05). FN Controle: fermento natural (microbiota selvagem); FN Lf56: fermento
natural inoculado com L. fermentum 56 FN Lpe129: fermento natural inoculado com L. pentosus 129; FN Lf139: fermento natural
inoculado com L. fermentum 139.

Ao comparar as contagens de células vidveis de BAL entre as amostras em
cada ponto de tempo de propagac¢ao medido, observou-se que a massa fermentada

inoculada com Lf56 teve as contagens mais altas até o sétimo dia de propagacao,
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exceto no quarto dia. Apos dez dias de propagacao, as contagens de células viaveis
de BAL n&o diferiram significativamente entre todas as amostras avaliadas. A
estabilizacdo das contagens de BAL apds dez dias de propagacéo de fermento natural
confirma os resultados de estudos anteriores (Gobbetti et al., 2016; Van der Meulen
et al., 2007; Weckx et al., 2010a, 2010b).

As contagens de células viaveis de levedura variaram de 1,00 £ 0,07 a 6,39 +
0,55 log UFC/g para as amostras durante o tempo de propagacao medido (Tabela 6).
As maiores contagens de células viaveis de levedura foram encontradas para massa
fermentada com Lf129 e Lf139 no primeiro e segundo dia de propagacdo. Apds o
quarto dia, todas as amostras obtiveram contagens reduzidas de células viaveis de
levedura (<3 log UFC/g). As contagem de células viaveis de leveduras foram
estabilizadas a partir do nono dia de propagacdo sem diferenca estatistica entre as
amostras avaliadas. Notavelmente, apenas coldnias de levedura caracteristicas foram
observadas durante todo o periodo de propagac¢éo para todas as amostras, indicando
qgue o crescimento de fungos filamentosos foi inibido, provavelmente devido a

diminuicdo do pH nas amostras ao longo do tempo.

3.3.2 pH e ATT durante a propagacéao de fermento natural

Apos dois dias de propagacao de fermento natural foi observada queda (p <
0,05) nos valores de pH e aumento (p <0,05) na acidez nas amostras de fermento
natural inoculadas com BAL (Tabela 7). Os valores de pH variaram de 5,78 £ 0,07 a
3,28 = 0,03, enquanto a acidez variou de 1,62 + 0,24 a 13,81 £+ 0,02 g/100g. Apo6s
quatro dias de propagacao, todas as amostras apresentaram pH abaixo de 4 (p <0,05)
e valores de acidez acima de 11 g/100g.

Curiosamente, a adicdo de Lpe 129 e Lf 139 aos seus respectivos fermentos
naturais resultou em diferenca (p >0,05) para os valores de pH entre estas duas
amostras do quinto ao décimo dia de propagacéo. No oitavo, hono e décimo dia de
propagacéo nao foi observada nenhuma diferenca (p >0,05) nos valores de pH entre
todas as massas fermentadas adicionadas com BAL, o que pode demonstrar o
impacto positivo da adicdo dessas cepas como cultura iniciadora, uma vez que
promoveram essa homogeneidade no pH das massas fermentadas examinadas. Este

fator é importante para a estabilidade deste produto. Mantzourani et al. (2019) e
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Minervini et al. (2016) encontraram valores semelhantes de pH e ATT em leveduras
de fermento natural inoculadas com L. paracasei ap0s 0 quinto e sexto dia de
propagacédo, respectivamente. Reale et al. (2016) descobriram que apés 24 horas de
propagacdo do fermento natural, a amostra controle ndo apresentou acidificacéo,

engquanto amostra inoculada com L. casei apresentou acidificacéo.

Tabela 7. Valores médios + desvio padréo para determinacdo de pH e acidez titulavel
(ATT) (g/100g) em massa fermentada durante 10 dias de propagacao a 30 + 1 °C.

1(-3?;2;) Fermento Natural Fresco (FN)
Controle Lf56 Lp129 Lf139
0 5.59+0.038Bb 5.78+0.074a 5.78+0.06A2 5.69+0.05A0
1 5.90+0.02A= 5.78+0.078a 5.69+0.028b 5.78+0.03Ba
2 6.00+0.14A= 4.33+0.06P° 5.41+0.098de 5.60+0.04¢>
3 4.17+0.16A¢ 3.49+0.03Cc 3.55+0.038BC¢ 3.55+0.018¢
4 3.45+0.03Ad 3.30+0.018d 3.25+0.01¢f 3.30+0.018f
pH 5 3.39+0.04Ad 3.3040.07Ad 3.35+0.02A 3.38+0.024e
6 3.56+0.01Ad 3.37+0.05Ccd 3.44+0.018d 3.43+0.028¢d
7 3.56+0.06Ad 3.40+0.03Bcd 3.33+£0.01Ce 3.35+0.02Ce
8 3.45+0.07Ad 3.32+0.038d 3.30+0.028e 3.29+0.038f
9 3.42+0.07Ad 3.35+0.01ABd 3.3040.028e 3.28+0.038f
10 3.43+0.07Ad 3.30+0.03Bd 3.35+0.04ABde 3.29+0.028f
0 1.62 +0.248i 1.85+0.42A8h 1.98+0.23ABh 2.40+0.34An
1 2.82+0.19A9 2.89+0.204¢ 2.82+0.3549 2.66+0.30An
2 2.43+0.17¢h 5.25+0.10Af 3.37+0.238f 3.18+0.118¢
3 6.87+0.158f 7.39+0.194¢ 7.00+0.028be 6.94+0.208f
4 11.28+0.198Bcd 12.26+0.49Abc 11.03+0.2884 12.03+0.30Abcd
ATT 5 10.70+0.098Be 11.22+0.07Ad 11.48+0.35A¢d 10.31+0.26¢¢
6 11.97+0.49A0 11.67+0.29Acd 11.61+0.464° 11.41+0.20Ad
7 13.04+0.108a 12.63+0.49¢b 13.74 +0.45A= 11.95+0.07P¢
8 11.22+0.298d 11.77+0.268¢ 12.32+0.1540 12.19+0.1540
9 12.31+0.29¢b 13.23+0.048a 12.39+0.20¢b 13.81+0.02A2
10 10.74+0.288Bde 11.27+0.258d 11.79+0.14Ac 11.67+0.14Ad

a-9Em coluna, média + desvio padrao com letras diferentes difere estatisticamente (p <0,05). #-¢ Em linha, média  desvio padrao
com letras diferentes difere estatisticamente (p <0,05). FN Controle: fermento natural (microbiota selvagem); FN Lf56: fermento
natural inoculado com L. fermentum 56 FN Lpe129: fermento natural inoculado com L. pentosus 129; FN Lf139: fermento natural
inoculado com L. fermentum 139.

3.4 Contagem de células viaveis de BAL e levedura e analise microbiol6gica em pé&o
de fermento natural

Devido as temperaturas de cozimento superiores a 200 °C, a contagem de
células viaveis de BAL foi <2 log UFC/g em todas as amostras. A alta temperatura de
cozimento inibe a sobrevivéncia das bactérias laticas comprometendo seus potenciais
efeitos no pao (Zhang, Taal, Boom, Chen, & Schutyser, 2018). A contaminagao pos-

cozimento pode ter influenciado a contagem de células viaveis da levedura.
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O pao elaborado com Lf56 apresentou presenca de fungos filamentosos apdés
trés dias de armazenamento, enquanto os pées Lpl29 e Lf 139 elaborados
respectivamente com cepas de L. pentosus 129 e L. fermentum 139 apresentaram <
2 log UFC/g de fungos filamentosos apoés sete dias de armazenamento. A inibicdo do
crescimento microbiano nessas amostras pode ser atribuida ao baixo pH e a producéo
de &cidos orgéanicos no fermento natural. No entanto, o p&o tradicional e o Lf56
apresentaram crescimento de fungos, provavelmente devido aos seus valores de pH
mais elevados apoés sete dias de armazenamento.

Zhang et al. (2018) e Mantzourani et al. (2019) relataram que culturas
iniciadoras de fermento natural poderiam exibir atividade antifingica na massa de pao
de longa fermentacdo e descobriram que amostras de pao inoculadas com L.
paracasei tinham vida Gtil estendida de até quinze dias, destacando a capacidade das

BAL em preservar caracteristicas sensoriais e prolongar a vida Gtil de péo.

3.5 pH, ATT, umidade e volume especifico em pao de fermento natural

A Tabela 8 apresenta os valores de pH, ATT, umidade e volume especifico
dos péaes durante o armazenamento. Os resultados indicam que a adicdo de
Lactobacillus spp. como cultura iniciadora pode contribuir para prolongar a vida (util,
diminuir o pH e aumentar a acidez do pao, principalmente nos paes Lpel29 e Lf139.
A acidez foi significativamente menor nos paes elaborados sem a cultura iniciadora,
enquanto nos paes com fermento natural inoculados com as cepas de Lactobacillus
spp. apresentaram excelente estabilidade durante o armazenamento. Porém, a acidez
muito intensa pode ser um atributo sensorial que promova uma rejeicdo do

consumidor (Campo, del Arco, Urtasun, Oria, & Ferrer-Mairal, 2016).

Tabela 8. Valores (médios * desvio padréo) para parametros fisico-quimicos em paes
elaborados com L. fermentum (Lf56), L. pentosus (Lpe129), L. fermentum 139 (Lf139),
Controle e Tradicional (Saccharomyces cerevisiae) durante armazenamento de sete
dias

P&o
Pardmetros 1;3?;2;’ Tradicional Controle Lf56 Lpel29 Lf139
0 5.1240+0.03 4.1352+0.04 4.06521+0.04 4.1482+0.02 4.1182+0.02
H 1 5.65%2+0.10 4.1082+0.09 3.94¢¢+0.02 4.098° +0.02 4.0882° +0.01
P 3 5.0440¢ +0.05 3.9580+0.01 3.85¢4+0.02 3.84¢c+0.01 3.83¢¢+0.02
7 5.00%¢ +0.03 3.87¢¢+0.01 3.98%°+0.01 3.86°¢+0.02 3.7329+0.02
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0 5.908¢ +0.06 4.60¢2+0.20 6.20%°+0.20 6.4472+0.31 6.414°+0.09

ATT (mL 1 5.718940.10 3.90¢¢+0.06 7.31%210.14 5.558¢+0.10 5.5084+0.20

NaOH/10g) 3 6.40%° +0.34 4.108¢+0.52  6.35°°+0.13 6.50%2+0.10 6.90%2+0.20
7 7.324240.10 4.40°%+0.11  5.408¢°+0.24 5.908° +0.06 6.095¢+0.16

0 34.17A2+0.27  28.6272+1.57 31.03"2+1.88 30.09%2+0.69  28.28/2+0.62

Umidade 1 31.78°+0.84  28.25°2+0.57 27.00°°+0.04 28.00"*+2.35 28.46%2+0.50
3 30.39%¢+0.27  23.71°°+0.10 27.19%°+0.34 26.90%°+0.21 26.61%°+0.22

7 30.59%°+0.11  22.97°°+0.42  26.91B°+0.94 22.20°°+0.64  26.525°+0.08

0 2.91¢2+0.01 3.45%210.01 2.92¢2+0.01 2.87P21+0.01 3.2582+0.02

Volume 1 2.85P°+0.01 3.46%210.01 2.89%0 +0.01 2.85P20 +0.02 3.078°+0.10

especifico 3 2.62P¢+0.01 3.26%0+0.02 2.83°c+0.01 2.83°+0.00 3.048°+0.02
7 2.62¢¢+0.03 2.86”°+0.01 2.82B¢+0.02 2.59¢¢+0.01 2.44P¢+0.02

a-°Em coluna, média + desvio padrao com letras diferentes difere estatisticamente (p <0,05). #-PEm linha, média + desvio padréo
com letras diferentes difere estatisticamente (p <0,05). Controle: p&o elaborado com fermento natural (microbiota selvagem);
Lf56: p&o elaborado com fermento natural inoculado com L. fermentum 56; Lpel29: pdo elaborado com fermento natural
inoculado com L. pentosus 129; Lf139: p&o elaborado com fermento natural inoculado com L. fermentum 139.

Os pées costumam perder umidade devido a migracdo da agua do interior do
miolo para as por¢des mais externas e depois para 0 meio ambiente, o que € natural
e faz parte do envelhecimento destes produtos. Essa reducao foi observada em todas
as amostras. Além disso, o volume especifico das amostras de pao diminuiu durante
0 armazenamento, provavelmente devido a secagem, perda de gases retidos durante
0 cozimento e alteracdes na estrutura do amido e do gluten. Mantzourani et al. (2019)
e Yu et al. (2019) encontraram valores de volume especifico semelhantes para paes
com massa fermentada, sendo que este ultimo observou volumes menores em

amostras de paes inoculados com L. plantarum.

3.6 Andlise de cor e textura

Os resultados de L*, a* e b* para as amostras de paes analisadas séo
apresentados na Tabela 9. Valores de L*, variaram de 63,92 + 1,21 a 68,82 + 1,19,
indicando tendéncia de luminosidade mais préxima do branco nos miolos dos paes. O
parametro a* (-1,25 + 0,04 a -0,62 + 0,04) foi préximo de zero. O parametro b* (12,35
+ 0,04 a 15,41 + 1,27) foi associado ao miolo levemente amarelado, caracteristico de
paes com processos de mistura que promovem baixa oxidacdo dos pigmentos
carotenoides da farinha de trigo (Antognoni, Mandrioli, Potente, Taneyo Saa, &
Gianotti, 2019).

Tabela 9. Valores (médios + desvio padrdo) para determinagao de cor (L*, a*, b*) em
paes elaborados com L. fermentum (Lf56), L. pentosus (Lpe129), L. fermentum 139
(Lf139), Controle e Tradicional (Saccharomyces cerevisae) durante os dias 1°, 3° e 7°
de armazenamento
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Pao

T(‘;'I';';';’ Tradicional Controle Lf56 Lp129 Lf139
1 68217+ 0.83  68.82°a+1.19  63.33%9£0.32  66.16M+1.01  67.1272% 1.44
3 L* 63.548+0.25  68.48%+114  63.92Ca+121  62.3089+247  62.845+0.91
7 62.23%+2.33  66.05"+1.21  63.58°°+1.49  62.36"+1.26  63.51"°+1.03
1 116%2+ 0.06  -1.82%2£0.06  -0.88™+0.08  -1.2269£002  -1.25%%%0.04
3 a* -0.68%+007  -1.43+0.01 0.76%+0.14  -1.00°+0.08  -0.65%+0.03
7 -0.58%+0.07  -1.36"°+0.06  -1.08%2+0.00  -0.62%°+0.04  -1.08%#0.07
1 1423008  14.75%+029  12.355°+£0.04 12.55°° 0.52  12.76°° 0.35
3 b* 14.16%+0.26  14.05"°+0.15 14.20A2+0.36 134370+ 0.96  14.78%9+0.38
7 15412+ 1.27 1346+ 0.63  14.09%:+0.50  15.16°2+0.54  13.88%+ (.82

a-°Em coluna, média * desvio padrao com letras diferentes difere estatisticamente (p <0,05). #-°PEm linha, média + desvio padréo
com letras diferentes difere estatisticamente (p <0,05). Controle: p&o elaborado com fermento natural (microbiota selvagem);
Lf56: p&o elaborado com fermento natural inoculado com L. fermentum 56; Lpel29: pdo elaborado com fermento natural
inoculado com L. pentosus 129; Lf139: pao elaborado com fermento natural inoculado com L. fermentum 139.

No primeiro e terceiro dia de armazenamento, o pdo de fermento natural
adicionado de Lf56 apresentou luminosidade menor (p <0,05) que as demais
amostras. Este escurecimento mais significativo pode estar relacionado a reacéo de
Maillard mais intensa (Tomi¢ et al., 2023) neste pao, possivelmente devido a algum
impacto da adi¢édo de Lf56 na liberagéo de carboidratos e aminoacidos de menor peso
molecular disponiveis para esta reacdo. Outro fator que interfere na luminosidade € a
perda de 4gua durante o armazenamento, que ocorreu para todas as amostras, fato
que pode ter influenciado na similaridade da luminosidade das amostras apds sete
dias de armazenamento.

Quanto aos parametros a* e b*, foram observadas algumas alteracdes entre
as amostras durante o armazenamento. No entanto, parecem nao ter relagdo com a
adicao de fermento natural inoculada ou ndo com Lactobacillus spp.

A Tabela 10 apresenta os valores obtidos para analise da textura do miolo,
incluindo dureza (D), elasticidade (E) e mastigabilidade (M), durante o periodo de
armazenamento dos paes. Os valores de dureza (D) variaram de 5,37 + 0,43 a 155,32
+ 0,96 N, de 0,19 £ 0,01 a 0,39 + 0,04 para elasticidade (E) e de 5,64 + 0,35 a 83,88
+ 0,25 N para mastigabilidade (M).

Em relacdo a dureza, parametros como perda de umidade e adi¢cdo de
fermento natural as massas estdo associados a redugdo desse parametro, o que foi
confirmado no estudo de Korcari et al. (2021) e também nesta pesquisa. Ap6s um dia
de armazenamento, os paes adicionados de Lf56 e Lpel29 apresentaram dureza
inferior aos demais. Com o passar dos dias, a perda de umidade foi mais determinante
no aumento da dureza do que o tipo de fermento utilizado, o que explica as variagdes

entre as amostras; porém, todos os paes apresentaram aumento de dureza apés sete

50



dias de armazenamento. Ventimiglia et al. (2015) encontraram valores de dureza em
paes elaborados com fermento natural inoculado com cepas de Lactobacillus spp.
variando de 11,58 + 0,02 a 43,31 + 0,24 N, dado que se assemelham aos resultados

encontrados neste estudo.

Tabela 10. Valores (médios + desvio padrdo) para determinagdo de textura nos
parametros Dureza (H), Elasticidade (E) e Mastigabilidade (M) em péaes elaborados
com L. fermentum (Lf56), L. pentosus (Lpe129), L. fermentum 139 (Lf139), Controle e
Tradicional (Saccharomyces cerevisae) durante os dias 1°, 3° e 7° de armazenamento

Pao
1;3222;’ Parametros  Tradicional Controle Lf56 Lpe129 Lf139

1 H 9.098°+0.15 10.408°£0.63 8.218°+0.18 5.37¢°+0.43 13.98%°+0.83
3 N) 15.89P°+0.83 21.83°°+1.04 18.77°°+0.44 29.04B°+0.49  33.73°°+0.86
7 28.42F2+0.57 155.32°+0.96 57.21P2+0.92 71.53°@+0.28 113.23B2+0.25
1 0.38%2+0.01 0.3282+0.01 0.3382+0.00 0.39%2+0.04 0.32B2+0.01
3 E 0.24°°+0.01 0.268°+0.01 0.25BC+0.01 0.28°+0.01 0.25BC+0.01
7 0.198°+0.01 0.21AB°+0.01 0.23%°+0.03  0.214B°+0.02 0.198°+0.01
1 c 5.64¢°+0.35 12.12%2+0.59 9.948¢+0.59 5.90¢°+0.33 10.0882+0.79
3 N) 7.78%°£0.20  42.80B°+0.40 19.28°°+0.33  20.02°°+1.22  43.74*°+0.10
7 12.82F2+0.18  83.887°+0.25 29.51P2+0.73 39.21°2+0.85 61.18%°+0.18

a-°Em coluna, média + desvio padrao com letras diferentes difere estatisticamente (p <0,05). #-PEm linha, média + desvio padréo
com letras diferentes difere estatisticamente (p <0,05). Controle: p&o elaborado com fermento natural (microbiota selvagem);
Lf56: p&@o elaborado com fermento natural inoculado com L. fermentum 56; Lpel29: p&o elaborado com fermento natural
inoculado com L. pentosus 129; Lf139: pao elaborado com fermento natural inoculado com L. fermentum 139.

A elasticidade e a mastigabilidade também foram menores nos paes
adicionados de fermento natural inoculada com Lf56 e Lpel29, uma vez que esses
parametros foram calculados em funcao da dureza.

A perda de elasticidade do miolo também ocorre durante o armazenamento e
contribui para a percepcéo do consumidor sobre o pao envelhecido (Tinzl-Malang et
al., 2020). Destaca-se a maior elasticidade do pao Lpel29 adicionado de fermento
inoculado com L. pentosus 129, durante todo o periodo de armazenamento. A
mastigabilidade foi menor entre os paes elaborados com fermento natural inoculados
com Lactobacillus spp., a microbiota presente nesses fermentos produzem compostos
gue modificam a estrutura do amido e do gluten. A acidificacéo, a atividade proteolitica
e a producédo de exopolissacarideos sdo fendmenos ja documentados na fermentacéo
do péo de longa fermentacéo, tornando sua estrutura mais complexa (Yildiz & Karatas,
2018; Zhang et al., 2018).

3.7 Andlise Descritiva Quantitativa (ADQ) do péo de fermento natural
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Os resultados da andlise descritiva quantitativa (ADQ) dos diferentes paes sdo
apresentados na Figura 1. O pao Lf139 apresentou os menores valores de estrutura
alveolar, enquanto o pao Lpel29 nao foi significativamente diferente (p>0,05) dos
paes Controle e Lf139. Os paes Controle e o Lf56 apresentaram os maiores valores
na estrutura alveolar. Em relacéo a cor, o pdo Lf139 apresentou o maior valor, embora
semelhante (p>0,05) aos pées Controle e Lf56. Neste estudo, foi observada menor
oxidacdo do miolo nos pées elaborados com Lactobacillus spp. comparado ao péo
tradicional.

O aroma amanteigado foi mais pronunciado nos pées Lf56 e Lpel29, sendo
a amostra Lf56 os p&es Controle e Lf139. O aroma frutado ndo apresentou diferenca
significativa (p> 0,05) entre os paes Controle, Lf56 e Lf139. De acordo com Clemente
et al. (2018), as caracteristicas da microbiota da massa fermentada e da farinha de
trigo podem influenciar o produto final, e as percepc¢des de aroma, sabor e textura séo
possivelmente afetadas por essas variaveis.

Em termos de sabor &cido, os pées Controle, Lpel29 e Lf139 ndo foram
significativamente diferentes (p> 0,05). Possivelmente, o sabor acido no pédo Controle
pode ser atribuido a maior acidez devido a microbiota da massa fermentada selvagem,
que acidifica o pdo por um periodo mais longo. O pdo Controle também apresentou
sabor fermentado mais forte, semelhante (p> 0,05) as amostras Lpl129 e Lf139,
enquanto o pao Lf56 teve a menor pontuacao neste parametro. Em geral, todos os
paes elaborados com cultura de Lactobacillus spp. tinham baixos valores de dureza.
Os paes Lf56 e Lp129 foram os melhores em resiliéncia e maciez. Além disso, o pao
Controle n&o foi significativamente diferente (p> 0,05) do p&o Lpel29 e Lf139 nestes

parametros.

52



Figura 1. Resultados meédios para avaliagdo descritiva quantitativa em paes
elaborados com Limosilactobacillus fermentum (Lf56), Lactiplantibacillus pentosus
(Lpe129), Limosilactobacillus fermentum 139 (Lf139) e Controle.
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4. Conclusodes

Dentre as cepas selecionadas, L. fermentum 56, L. pentosus 129 e L.
fermentum 139 demonstraram satisfatorio em seus respectivos fermentos naturais e
paes de longa fermentacdo. Em geral, o uso de Lactobacillus spp. influenciou as
caracteristicas microbiolégicas e fisico-quimicas da massa fermentada e do pao.
Todas as cepas testadas contribuiram para a estabilizacdo (maturacdo) da massa
fermentada entre 0 nono e o décimo dias de propagacao. Os paes Lpel29 e Lf139
apresentaram os resultados mais promissores em termos de inibigcdo do crescimento
de fungos filamentosos deteriorantes apds sete dias de armazenamento. Quanto a
avaliacdo sensorial, a acidez caracteristica associada as BAL, identificada nos testes
microbiologicos e fisico-quimicos néo foi perceptivel durante a andlise sensorial dos
paes. A estrutura alveolar foi identificada principalmente nos péaes com Lf56, enquanto
0 aroma amanteigado e a maciez foram mais evidentes nos paes com Lpel29. A
inclusdo das bactérias laticas também pode ter influenciado positivamente nos
pardmetros de textura destes pédes. Sendo assim, culturas iniciadoras de
Lactiplantibacillus pentosus e Limosilactobacillus fermentum demonstraram possuir
potencial aplicacdo na producédo de fermentos naturais, com amadurecimento da sua
microbiota apés dez dias propagacdo, bem como satisfatéria insercdo do fermento

fresco na producéo de paes de longa fermentacao.
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CAPITULO IlIl - ARTIGO 2

RESUMO

Os resultados presentes no capitulo I, intitulado “Efeitos de fermentos naturais
liofilizados com Lactiplantibacillus pentosus 129 e Limosilactobacillus fermentum 139
na qualidade do pao de longa fermentagdo”, sera submetido em periédico
internacional relacionado com a tematica da pesquisa. O estudo avaliou a produgao
de fermento natural liofilizado com cepas de Lactiplantibacillus pentosus 129 e
Limosilactobacillus fermentum 139 em cultura uUnica ou em co-cultura. Apos a
maturacao, os fermentos foram liofilizados e avaliados durante o armazenamento de
60 dias. A citometria de fluxo foi utilizada para identificar e avaliar o impacto do
processo de secagem (liofilizagdo) na viabilidade celular da microbiota presente no
fermento fresco. Todos os fermentos apresentaram resultados satisfatérios quanto a
sua caracterizagao microbiolégica e fisico-quimica, indicando excelente vida de
prateleira ao final dos 60 dias de armazenamento sem condigdes controladas de
umidade. O fermento liofilizado produzido com a cepa L. fermentum 139 e seu
respectivo pdo apresentou os melhores resultados nos parametros avaliados no
estudo.

Ademais, o estudo confirmou que é viavel a producdo de paes de longa
fermentacao a partir de fermento natural liofilizado com caracteristicas tecnoldgicas e
satisfatoria atividade fermentativa (producdo de acidos organicos e diéxido de
carbono) compostos essenciais em fermento natural que atuam no aumento do
volume e na producéo de gases que dispensa a utilizacdo de fermentos bioldgicos
secos (Saccaromyces cerevisae). Devido aos resultados encontrados neste estudo,
um pedido de patente intitulado “Fermento natural desidratado com
Limosilactobacillus fermentum 139 para a producéao de paes” foi realizado para propor
um produto que ainda n&do existe no mercado brasileiro de panificacao, solicitado no
dia 22 de marc¢o de 2023, através da Agéncia UFPB de Inovacao Tecnoldgica (INOVA
UFPB), sob o processo 23074.026014/2023-60, como disposto no Apéndice A. Até o
presente momento, o pedido de patente obteve no dia 03 de julho de 2023 parecer
favoravel apos analise pela Diretoria de Incubagdo Empresarial de Base Tecnoldgica
desta INOVA-UFPB.
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Efeito de fermentos naturais liofilizados com Lactiplantibacillus pentosus 129 e
Limosilactobacillus fermentum 139 na qualidade do pao de longa fermentacao

Resumo

As culturas iniciadoras de bactérias laticas fornecem opcoées eficazes para a producéo
de fermento natural. Técnicas de secagem sao utilizadas para manter a viabilidade da
microbiota presente neste tipo fermento. Este estudo teve como objetivo produzir
fermento natural liofilizado (FNL) utilizando como culturas iniciadoras as espécies de
BAL Lactiplantibacillus pentosus (Lpel29) e Limosilactobacillus fermentum (Lf139).
Um grupo controle também foi incluido. Todas as amostras de FNL e paes produzidos
foram caracterizadas durante o armazenamento. A liofilizagdo foi utilizada como
técnica de secagem dos fermentos apés sua maturacdo. Os resultados indicaram que
a viabilidade das células BAL em todas as amostras de fermento natural liofilizadas,
exceto FNL Lp129, foi superior a 7 log UFC/g. O citbmetro de fluxo revelou que a
porcentagem de células viaveis foi superior a 70% em amostras de fermento natural
fresca e liofilizada. As amostras de FNL apresentaram pouca variagao nos parametros
fisico-quimicos analisados, indicando excelente vida de prateleira durante o
armazenamento de 60 dias. O volume especifico foi maior no pao Lf139 e no pao Mix,
estes mesmos paes apresentaram os menores valores de dureza e elasticidade. Cor
caracteristica do miolo em todas os paes. A calorimetria exploratéria diferencial
indicou que o pao Lpl29 apresentou o menor envelhecimento no primeiro dia,
enquanto o pao Lfl139 apresentou o menor valor de entalpia no terceiro dia.
Digestibilidade da proteina > 90% em todas as amostras, notadamente melhor nos
paes inoculados com fermento liofilizado com as espécies em cultura Unica. Os
resultados demonstram excelente caracterizacéo tecnolégica de massas fermentadas
liofilizadas ao final de 60 dias de armazenamento e demonstraram grande potencial e
aplicabilidade na producdo de pdes de longa fermentacdo com caracteristicas
semelhantes aos paes produzidos com massa fermentada fresca e com fermentacao

satisfatoria sem uso de levedura de panificagéo.

Palavras-chave: Bactérias acido laticas; Fermento; Produto liofilizado a base de

cereais; Producao de péo.
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Abstract

Lactic acid bacteria starter cultures provide effective options for sourdough production.
Drying technigues are used to maintain the viability of the microbiota present in this
type of sourdough. This study aimed to produce freeze-dried sourdough (FD-SD) using
starter cultures from Lactiplantibacillus pentosus (Lpel29) and Limosilactobacillus
fermentum (Lf139) strains. A control group was also included. All samples of FD-SD
and breads produced were characterized during storage. The freezing drying was used
as a technique in the production of sourdough with starter culture after maturation. The
results indicated that LAB cell viability in all freeze-dried sourdough samples, except
for FD-SD Lp129, exceeded 7 log CFU/g. Flow cytometer revealed that the percentage
of live cells was >70% in both fresh and freeze-dried sourdough samples. FD-SD
samples showed little variation in the physical-chemical parameters analyzed,
indicating excellent shelf life during storage. The specific volume was higher in bread
139 and bread Mix, these same breads had the lowest hardness and stability values.
Distinct crumb color and >90% protein digestibility in all samples, notably freeze-dried
sourdough with isolated strains. Differential scanning calorimetry indicated that the
Lp129 bread showed the lowest aging on the first day, while the Lf139 bread showed
the lowest enthalpy value on the third day. The results demonstrate excellent
technological characterization of freeze-dried sourdoughs at the end of 60-day storage
and demonstrated great potential and applicability in the production of long
fermentation breads with characteristics similar to breads produced with fresh

sourdough and with satisfactory leavening without the use of baking-yeast.

Keywords: Lactic acid bacteria; Sourdough; Freeze-dried, cereal-based product;

Bread-making.
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1. Introducéao

A producéo de fermento natural € um processo complexo de fermentacéao que
envolve varios microrganismos, como bactérias laticas, bactérias acéticas e
leveduras, com papel importante na producdo de pao. Este consorcio microbiano
numa mistura de farinha e agua nédo so gera diéxido de carbono para levedar a massa,
mas também varios compostos que contribuem para o sabor, acidificacéo, protedlise
e inibicdo de fungos deteriorantes (Axel et al., 2016; Melini & Melini, 2018; Gul et al.,
2022).

A diversidade de bactérias laticas no fermento natural € um importante fator
que influencia e a distingue do pao fermentado exclusivamente por Saccharomyces
cerevisiae. As bactérias laticas (BAL) produzem &cidos organicos (Su et al., 2019;
Fang et al., 2023) e exopolissacarideos (EPS) com propriedades bioativas, além de
atuarem como agentes emulsificantes e estabilizantes e influenciarem as
caracteristicas tecnoldgicas e sensoriais do pao (ispirli, Ozmen, Yiimaz, Sagdic, &
Dertli, 2020; Gul, Gul, & Con, 2022; Calasso et al., 2023). Lactiplantibacillus pentosus
e Limosilactobacillus fermentum sdo espécies de BAL com capacidade de produzir
acido latico e EPS (de Albuquerque et al., 2018; Jiang, He, Gan, Li, & Tian, 2022; Fang
et al., 2023).

O ecossistema da massa fermentada é dindmico e as mudancas nas espécies
microbianas dominantes durante a fermentacdo levam a variacbes nas suas
caracteristicas fisico-quimicas. A fermentacdo natural sem controle restrito de
temperatura, pH e tempo de incubagdo resulta em uma variabilidade mais
pronunciada na comunidade microbiana que compfe o ecossistema do fermento
natural (Jiang et al., 2022; Xiong, Liu, & Huang, 2023). Os altos custos associados a
manutencdo do fermento natural fresco e a auséncia de protocolos de producao
padronizados representam desafios significativos para a industria de panificacao
(Calvert et al., 2021; Albagli, Schawartz, Amaral, Ferreira, & Finotellil, 2021; Gl et al.,
2022; Liu et al., 2022; Liu et al., 2022; Liu et al., 2022; al., 2018; Sakandar, Huang,
Kubow, Sadiqg e Imran, 2019; Ma et al., 2021; Arora et al., 2021; Hérmandez-Parada
et al., 2023).

As culturas iniciadoras surgiram como alternativas aos processos naturais de

fermentacao (Galglio et al., 2020; Plessas, Mantzourani, & Bekatorou, 2020; Gl et al.,
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2022) e técnicas, como liofilizacdo e pulverizagéo, tém sido cada vez mais utilizadas
para preservar essas culturas (Huang et al.,, 2017; Archakca et al., 2019). A
incorporagao das cepas liofilizadas de Lactipantibacillus plantarum (2979 e 3355) e
Lactococcus lactis (4355) mostrou-se eficaz na melhoria da viscoelasticidade da
massa, do aroma e da acidez do péo (Gu et al., 2023). As técnicas de secagem e suas
tecnologias permitem a estabilizacdo do fermento natural em sua forma desidratada,
e preserva as caracteristicas tecnoldgicas, de qualidade e sensoriais na massa
fermentada e na producdo de pdo sem a necessidade do uso de fermento comercial
(Reale et al., 2019).

Embora as tecnologias de secagem possam servir como alternativas ao
fermento natural fresco e melhorar a qualidade do péo produzido (Caglar, Ermis, &
Durak, 2021; Gul et al., 2022; Gidari-Gounaridou et al., 2023), a sua utilizacdo também
pode ter algum desvantagens, como causar danos a estrutura celular de
microrganismos benéficos e reduzir a sua taxa de sobrevivéncia no fermento
desidratado durante o armazenamento (Gul, Gul, Yilmaz, Dertli, & Con, 2020),
especialmente quando crioprotetores ndo sao empregados. A aplicacdo de
crioprotetores ajuda a manter a viabilidade desses microrganismos benéficos, e
substancias, como leite desnatado, proteina de soro de leite, dissacarideos e
frutooligossacarideos (FOS), podem diminuir os danos causados a essas culturas
iniciais que foram incorporadas ao fermento natural em po (Kim et al., 2018; Stefanello
et al., 2019; Frakolaki, Giannou, Kekos, & Tzia, 2020; Guo et al., 2022; Sompach,
Rodklongtan, Nitisinprasert, & Chitprasert, 2022; Gl et al., 2022).

O FOS demonstrou ser eficaz na protecdo das membranas celulares
bacterianas (Fenster et al., 2019) e atua como agente estabilizador durante a
liofilizacdo de culturas bacterianas e armazenamento de pés produzidos (Romano,
Schebor, Mobili, & Gomez-Zavaglia, 2016; Romano, Sciammaro, Mobili, Puppo e
GoOmez-Zavaglia, 2019).

O fermento natural em po exerce vantagem em comparac¢ao ao fermento fresco
quando se objetiva a sua producéo industrial, pois oferece maior vida util, qualidade
de produto consistente, facilidade de formulacédo e custos de transporte reduzidos
(Caglar et al., 2021). Estudos anteriores demonstraram resultados positivos com a
utilizacdo de culturas iniciadoras, com e sem levedura comercial, na produgcao de

fermento natural tipo Il (fermentacao longa) e Il (seca) (Siepmann, Sousa de Almeida,
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Waszczynskyj, & Spier, 2019; Perri, Grego Miani, Amendolagine, Pontonio, & Rizello,
2022; Calasso et al., 2023; Gu et al., 2023). Portanto, este estudo teve como objetivo
avaliar os impactos da adicdo de espécies de bactérias laticas L. pentosus e L.
fermentum individualmente e em combinag&o como culturas iniciadoras na producéo
de fermento natural liofilizado, bem como avaliar seus efeitos nos parametros fisico-
quimicos, tecnolégicas e de qualidade durante o armazenamento e na producéo e

avaliacao de pées de longa fermentacéo.
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2. Materiais e métodos

2.1 Materiais

As cepas Lactiplantibacillus pentosus 129 e Limosilactobacillus fermentum
139 foram isoladas de subprodutos da polpa de frutas e caracterizados por sua
seguranca e propriedades funcionais como acidificacéo, producao de EPS e atividade
antagdnica contra patdégenos alimentares (Garcia et al., 2016; de Albuquergue et al.,
2018; Garcia et al., 2018). Estas cepas foram armazenadas a -18 °C em caldo de Man,
Rogosa e Sharpe (MRS) (Sigma Aldrich, Alemanha) suplementado com 80% de
glicerol (Sigma-Aldrich).

2.2 Preparacao do in6culo e dos fermentos naturais

O fermento natural (FN) foi preparada segundo Minervini et al. (2010) com
pequenas modificacées. As cepas L. pentosus 129 e L. fermentum 139 foram
inoculadas em caldo MRS e incubadas (37 £ 1 °C) por 20 horas até atingirem a fase
estacionaria de crescimento. As células foram centrifugadas (5500 rpm, 10 min, 4 °C),
lavadas duas vezes com tampéao salino-fosfato estéril (PBS; composicéo para 1 L: 8
g de NaCl, 0,2 g de KCI, 1,4 g de NazHPO4, 0,2 g de KH2HPO4, pH 7,4) e
ressuspendidas em agua destilada estéril para obter uma suspenséo celular com
densidade Optica de 1 no comprimento de onda de 625 nm, que correspondeu a
contagens de células viaveis entre 10 - 11 log unidades formadoras de coldnias por
mililitro (log UFC /mL).

O inéculo foi adicionado a respectiva massa fermentada (FN + cepa) nas
seguintes proporcdes: farinha de trigo (168,75 g), agua potavel (101,25 mL) e inéculo
(10 mL). As amostras incluiram: i) fermento natural com L. pentosus 129 (Lpe129), ii)
fermento natural com L. fermentum 139 (Lf139), fermente natural com uma mistura de
L. pentosus 129 e L. fermentum 139 (Mix), e fermento natural preparado sob as
mesmas condicbes mas sem adicdo de cepas de BAL (Controle). O processo de
propagacédo iniciou apdés o primeiro dia retirando-se uma por¢cdo do respectivo
fermento natural, misturando-a com agua potavel e farinha (Dona Benta, Moinho J.
Macédo, Salvador, BA, Brasil) e incubada por 24 horas. Os fermentos naturais
(Controle, Lpel29, Lf139 e Mix) foram propagados e incubados em estufa com

Demanda Bioquimica de Oxigéncio (BOD) (28 + 1 °C, 24 h). Este procedimento de
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propagacao e incubacao foi repetido a cada 24 horas por um periodo maximo de 10

dias, até a maturacao dos fermentos, com contagem de células viaveis no décimo dia.

2.3 Liofilizagéo de fermento natural

No décimo dia de propagacdo, as amostras de fermento natural foram
suplementadas com frutooligossacarideo (FOS) (10%, p/p) como crioprotetor. As
amostras foram congeladas (-18 °C, 24 h) e posteriormente liofilizadas (temperatura
de -55 + 2 °C, pressdao de vacuo <138 puHg, taxa de liofilizaggo 1 mm/h,
aproximadamente 40 h) usando um liofilizador de bancada (Liotop, Modelo L-101, S&o
Carlos, SP, Brasil). O p6 de cada amostra de fermento natural foi acondicionado em
sacos de polietileno, selados a vacuo e armazenados em temperatura ambiente (28 +
1 °C) por 60 dias.

2.4 Anélise dos fermentos naturais liofilizados

2.4.1 Enumeracao de células viaveis de BAL e leveduras e determinacdo de
parametros fisico-quimicos durante o armazenamento

As células viaveis de BAL e levedura em fermento natural liofilizado [FNL +
cepa/s (Controle (microbiota selvagem), Lpel29 (L. pentosus 129), Lf139 (L.
fermentum 139) e Mix (co-cultura L. pentosus 129 e L. fermentum 139)] foram
enumerados em zero (imediatamente ap6s a liofilizacao), 15, 30, 45 e 60 dias de
armazenamento. Para a enumeracdao de células viaveis de BAL, 10 g de cada amostra
foram homogeneizadas com 90 mL de agua peptonada estéril (0,1%, p/v), diluida em
série (101 - 10 e 20 pL de cada diluicdo foram inoculados em agar MRS (Sigma-
Aldrich) suplementado com cicloheximida (4 mg/100 mL, Sigma-Aldrich) usando a
técnica de microgotas e incubadas (37 £ 0,5 °C) por 48 h. Os resultados foram
expressos como log UFC/g. Para enumeracéo de células viaveis de levedura, 100 pL
de cada diluigdo foram inoculados em agar YPD (extrato de levedura 10 g/L, peptona
20 g/L, glicose 20 g/L e agar 15 g/L) e incubados (28 + 1 °C) por 72 h. Os resultados

foram expressos como log UFC/g (Reale et al. , 2019).
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O pH, a acidez titulavel total (ATT), a atividade de 4gua (aw) e a umidade dos
fermentos naturais liofilizados foram avaliados aos 0, 15, 30, 45 e 60 dias de
armazenamento. O pH e a ATT foram medidos em 10 g da amostra homogeneizada
com 90 mL de agua destilada. O pH foi medido utilizando um potencidmetro com
eletrodo de vidro combinado para determinagao de pH (modelo PHS-3E, Even, S&o
Paulo, SP, Brasil). A ATT foi medida por titulagdo com NaOH 0,1 N e expressa em
g/100 mL. A atividade de agua (aw) foi medida utilizando um medidor de atividade de
agua (Aqualab, Decagon Devices, EUA) em temperatura constante (24 + 1 °C). A
umidade foi determinada pelo método de dessecacéo direta, secando as amostras em
estufa de circulacdo de ar (ACB Labor, Sdo Paulo, SP, Brasil) a 105 °C até atingir
peso constante (AOAC, 2016).

2.4.2 Quantificacao de EPS

A quantificacdo de EPS no fermento natural liofilizado foi quantificada
imediatamente apos a liofilizacdo de acordo com Galli, Venturi, Coda, Maina, &
Granchi (2020) com pequenas modificagbes. 20 gramas de cada amostra foram
diluidas com &gua destilada (1:2, v/v), a suspensao foi centrifugada (6600 rpm, 15
min, 24 °C), dois volumes de etanol frio foram adicionados ao sobrenadante e a
amostra foi deixada em repouso a 4 °C por 24 horas. O precipitado foi coletado por
centrifugacédo (4500 rpm, 20 min, 5 °C), o EPS foi dissolvido (1;2, v/v) em &agua
destilada, dois volumes de etanol foram adicionados a suspensao e centrifugado
(4500 rpm, 20 min, 5 °C). Por fim, os precipitados foram secos em estufa e a

guantidade de EPS foi calculada pelo método gravimétrico (mg/g).

2.4.3 Determinacdo do estado fisiologico da microbiota do fermento natural

O estado fisiologico da microbiota nas amostras de fermento natural foi
analisado imediatamente apds a liofilizacdo por meio de citometria de fluxo
multiparamétrica (CFM). Inicialmente, as amostras foram centrifugadas (6500 rpm, 10
min, 4 °C), lavadas duas vezes e ressuspendidas em PBS estéril. As analises de CFM
foram realizadas utilizando um citdmetro de fluxo com laser de ion argénio emitindo a
488 nm (BD Accuri C6, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA). O canal FL1 533

nm + 30 nm, coloracdo com diacetato de carboxifluoresceina (cFDA) e canal FL3>
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670 nm, coloragcdo com iodeto de propidio (Pl) coletou a fluorescéncia verde e
vermelha, respectivamente. Os niveis limite para aquisicdo de dados foram definidos
no espalhamento direto (FSC) (12.000) e no espalhamento lateral (SSC) (30.000) para
eliminar particulas muito menores que as células intactas e delimitar as células que
compde a microbiota do fermento, respectivamente.

A concentragdo de células (viaveis, injuriadas e mortas) no fermento natural
fresco e liofilizado foi medida usando uma configuracéo de taxa de fluxo baixa, e um
total de 10.000 eventos foram analisados. A compensacao automatica foi aplicada e
a andlise dos dados foi realizada utilizando o software BD Accuri C6 (Becton Dickinson
and Company). Graficos de densidade indicando FSC versus SSC foram utilizados
para identificar a populacdo microbiana de interesse. Outra regido especifica nos
graficos de densidade FL1 versus FL3 foi bloqueada para exibir os resultados da
coloracdo. Quatro quadrantes (gates) foram definidos para compreender cada
subpopulacéo celular com base nas leituras de fluorescéncia. Para a coloracéo dupla
com Pl e cFDA, as subpopulactes celulares caracterizadas como PIl-cFDA+ (upper
left gate) foram consideradas células ndo permeabilizadas com atividade enzimatica,
enquanto Pl+cFDA- (lower right gate) foram consideradas células permeabilizadas
sem atividade enzimatica (Araudjo et al., 2020; de Souza Pedrosa et al., 2020;
Rodrigues et al., 2021).

2.4.4 Determinacdo de acgucares e acidos organicos

Os teores de acucares (frutose, glicose e maltose) e acidos organicos
(acético, citrico, formico, latico, malico e succinico) foram quantificados imediatamente
apos a liofilizacdo dos fermentos naturais. Inicialmente, dois gramas de cada fermento
natural liofilizado foram homogeneizados em 10 mL de agua ultrapura (sistema
MilliQ®, EMD Millipore, EUA) por 10 minutos utilizando um mini Turrax. As amostras
foram centrifugadas (6000 rpm, 15 min, 4 °C) e filtradas através de um filtro Millex-HA
de 0,45 um (Millipore Co., Bedford, MA). As analises foram realizadas utilizando a
técnica de Cromatografia Liquida de Alto Desempenho (HPLC) com sistema de
cromatografia Agilent (modelo 1260 Infinity LC, Agilent Technologies, EUA) acoplado
a um detector de indice de refracdo (RID) e um detector de arranjo de diodos (DAD).

Uma coluna Agilent Hi-Plex H (7,7 x 300 mm, 8 um) e 4 MH 2 SO4 em agua ultrapura
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foi usada como fase moével (vazdo de 0,5 mL/min). Os dados foram processados
utilizando o software OpenLAB CDS ChemsStation EditionTM (Agilent Technologies).

Curvas padréo e analises quantitativas foram realizadas para cada composto.

2.5 Producéo dos péaes

O preparo do péo foi baseado na formulacdo apresentada na Tabela 1.
Inicialmente, 50 g de cada amostra de fermento natural liofilizado foram reativados por
24 h em uma mistura (1:1, v/p) de 4gua potavel (250 mL) e farinha de trigo (250 g).
Em seguida, todos os ingredientes, exceto a manteiga, foram misturados em batedeira
espiral (VAES25NR, Venancio, RS, Brasil) por 5 minutos (velocidade 1). Uma vez
parcialmente desenvolvida a rede de gliten, a manteiga foi adicionada a massa e
misturada durante 5 minutos (velocidade 2). A massa foi deixada em descanso por 20
minutos a 22 £ 1 °C e ap0s dividida em por¢des de 100 g e adicionadas em assadeira.
A fermentacdo foi realizada em estufa a 31 + 1 °C durante aproximadamente 3 h. O
cozimento foi realizado a 180 °C por 20 minutos em forno turbo (Twister FVT5D,
Venancio, RS, Brasil). Posteriormente, os pées foram resfriados, identificados e

armazenados em temperatura ambiente (28 + 1°C) para posterior teste.

Tabela 1. Protocolo para producdo de pao com fermento natural liofilizado inoculo
com L. pentosus 129 e/ou L. fermentum 139 e controle

Ingredientes Formlﬂla(;ao

P&o

Farinha de trigo branca (**) 100g

Agua potavel 55 mL/100 g de **

Acucar 4g/100g de **

Sal 1,5 g/100 g de **

Manteiga 2 g/100 g de **

Fermento natural liofilizado (reidratado) 40 g/100 g de **

Fonte: Stefanello et al. (2019) com modificagées.

As andlises fisico-quimicas e microbiol6gicas foram realizadas no primeiro,
terceiro e sexto dia pds-cozimento. Estudos de calorimetria exploratéria diferencial
(DSC) foram realizados no primeiro e terceiro dia ap0s o cozimento. A digestibilidade
in vitro da proteina e a microscopia eletrénica de varredura (MEV) foram determinadas
com amostras de pdo imediatamente ap6s o resfriamento (primeiro dia poés-

cozimento).
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2.6 Determinacao de parametros fisico-quimicos e microbiolégicos dos paes

O pH e a ATT foram medidos em 10 g de amostra de pdo homogeneizada com
90 mL de &gua destilada. O pH foi determinado utilizando um potenciémetro (modelo
PHS-3E, Even, Séo Paulo, Brasil). A ATT foi expressa em g/100 mL de NaOH 0,1 N.
A umidade foi determinada pelo método de dessecacéo direta, secando as amostras
em estufa de circulacéo de ar (ACB Labor, Sdo Paulo, Brasil) a 105 °C até atingir peso
constante (AOAC, 2016).

O volume especifico do péo foi determinado pelo método de deslocamento de
sementes de pain¢o (Panicum miliaceum L.) e os resultados foram expressos em
cm?/g (Mantzourani et al., 2019). A cor do miolo do pé&o foi medida em trés pontos do
nacleo central das fatias usando um colorimetro (Chroma Meter CR-400C, Minolta,
Osaka, Japao), medindo os parametros L*, a* e b* de acordo com o método de Hunter
CIELab. (Stefanello et al., 2019).

2.7 Determinacao das propriedades de textura do pao

O perfil de textura foi determinado utilizando um Analisador de Textura CT3
(Brookfield, Middleborough, EUA) equipado com uma sonda de compressao cilindrica
de 25 mm de diametro. Os péaes foram cortados em fatias de 1,5 cm, 3 cm de altura e
largura, e foram analisados nas seguintes condicdes: velocidade pré-teste 5,0 mm/s,
velocidade teste 1 mm/s, velocidade pés-teste 5,0 mm/s, compressao de 30%, forca
automaética do tipo gatilho 5 g e tempo de espera entre o primeiro e o segundo ciclo
de compressao de 5 segundos. Os parametros de textura avaliados foram dureza,
mastigabilidade e elasticidade (Yildirim & Arici, 2019).

2.8 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e determinacdo da digestibilidade in
vitro do péo
2.8.1 DSC

A calorimetria exploratoria diferencial (DSC) foi realizada conforme descrito
por Torrieri, Pepe, Ventorino, Masi, & Cavella (2014). A andlise foi realizada

simultaneamente utilizando equipamento SHIMADZU previamente calibrado (modelo
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HMV-2T). Dez mg de cada amostra de pao foram colocadas em uma panela de
aluminio sob atmosfera de nitrogénio (50 mL/min) e aquecidos a uma taxa de 10
°C/min desde a temperatura ambiente até 400 °C. Os parametros analisados foram
temperatura inicial (T0), temperatura de pico (Tp), temperatura final (Tf) e entalpia

(AH, Jg-1) do amido retrogradado.

2.8.1 DIVP (%)

A digestibilidade in vitro da proteina (DIVP) do péo foi determinada de acordo
com Mahmoud et al. (2016). Um grama de cada amostra foi incubado com 1,5 mg de
pepsina em 15 mL de HCI 0,1 M a 37°C por 3 h. Ap6s neutralizacdo com NaOH 2 M
e adicdo de 4 mg de pancreatina em 7,5 mL de PBS (pH 8,0), foi adicionado 1 mL de
tolueno para evitar o crescimento microbiano e a solucao foi incubada por 24 horas a
37 °C. ApGs 24 h, a enzima foi inativada pela adicdo de 10 mL de &cido tricloroacético
(20%, p/v) e a proteina ndo digerida foi precipitada. O volume foi completado para 100
mL com &agua destilada e a mistura foi centrifugada (5000 rpm, 20 min). A
concentracdo de proteina no sobrenadante foi determinada pelo método de Bradford
(Bradford, 1976) utilizando o valor encontrado na amostra antes da digestéo (branco)

e a equacao fornecida para célculo da DIVP.

2.9 Microscopia eletronica de varredura (MEV) em pao

Microscopia eletrbnica de varredura (TESCAN Vega modelo 4, Republica
Tcheca) foi utilizada para examinar a microestrutura do miolo do pao. As amostras de
paes foram cortadas em fatias de 5 mm e revestidas com uma camada ultrafina de
ouro para analise. A estrutura da massa fermentada foi observada por MEV em
diferentes ampliagdes usando uma tensao de aceleragéo de 5 a 20 kV (Cotovanu &
Mironeasa, 2022).

2.10 Andlise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicata em trés experimentos

independentes, e os resultados foram expressos como média = desvio padréo. A
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normalidade da distribuicAo dos dados foi verificada pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov. Diferengas significativas foram determinadas (p < 0,05) por meio da ANOVA
seguida de teste de Tukey. Um valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. O programa XLSTAT versdo 2019.2.2.5964 foi utilizado para todas as

analises estatisticas.
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3. Resultados e discussao

3.1 Enumeracao de células viaveis de BAL e leveduras e parametros fisico-quimicos
durante o armazenamento

A Tabela 2 apresenta as contagens de células viaveis de BAL e leveduras (log
UFC/g) em amostras de fermento natural antes da liofilizacdo e durante 60 dias de
armazenamento. As contagens de células viaveis de bactérias laticas variaram de
9,08 +0,01 a8,72 £ 0,03 log UFC/g antes da liofilizacao, enquanto variaram entre 8,77
+ 0,04 e 6,70 + 0,02 log UFC/g apéds a liofilizacdo e durante os 60 dias de
armazenamento. A contagem de células viaveis de levedura nas amostras de
fermento natural antes da liofilizac&o variaram de 7,35 + 0,02 a 7,22 + 0,05 log UFC/qg,
e apos liofilizacdo obteve valores que variaram de 7,20 £ 0,04 a 5,00 + 0,03 log UFC/g

durante os 60 dias de armazenamento.

Tabela 2. Contagens de células viaveis de BAL e leveduras (log UFC/g) em fermento

natural liofilizado (FNL) durante 60 dias de armazenamento a 28°C.
BAL (UFC/g)
Armazenamento (Dias)

Amostras

o 0 15 30 45 60

Control 8.72 8.64 8.29 8.17 8.10 7.81
ontrote +0.03° +0.044 +0.028a +0.03C2 +0.05C2 +0.1602

Lb 129 8.90 8.62 7.44 7.65 6.85 6.70
P +0.08P +0.014b +0.068¢ +0.07¢¢ +0.180¢ +0.020¢

L 139 9.08 8.50 8.22 8.02 8.07 7.70
+0.012 +0.03% +0.1082 +0.03¢b +0.04Ca +0.06Pa

Vi 8.97 8.77 8.08 7.95 7.84 7.33
X +0.132 +0.04Aa +0.0380 +0.07Cb + 0.04Cb +0.210b

Leveduras (UFC/g)
Armazenamento (Dias)
Amostras o 0 15 30 45 60

Control 7.29 7.16 7.12 7.08 7.04 6.99
ontrote +0.02bc +0.034 +0.0140 +0.08A8D +0.038¢ + 0.0582

Lo 129 7.34 7.18 6.72 5.95 5.48 5.00
P +0.048 + 0.08A¢c +0.048¢ +0.026¢ +0.040¢ + 0.03Ed

Lf 130 7.35 7.20 6.76 6.18 5.95 5.30
+0.022 +0.04% +0.1282 +0.15Ca +0.05Pa +0.02E¢

i 7.22 7.17 7.09 6.73 6.59 6.23
X +0.05¢ +0.02Ad +0.06A +0.088¢ +0.03¢b +0.010d

a-9Em coluna, média + desvio padrao com letras diferentes difere estatisticamente (p< 0,05). A-EEm linha, média + desvio padréo
com letras diferentes difere estatisticamente (p< 0,05). FNL Controle: fermento natural liofilizado (microbiota selvagem); FNL
Lpel29: fermento natural liofilizado inoculado com L. pentosus 129; FNL Lf139: fermento natural liofilizado inoculado com L.
fermentum 139; FNL Mix: fermento natural liofilizado inoculado com L. pentosus 129 e L. fermentum 139 (1:1)

** |og UFC/g antes da liofilizac&o.

A contagem de células viaveis de BAL nas amostras em amostras de fermento
natural imediatamente apos a liofilizag&o ficou entre 8 — 9 log UFC/g. No entanto, todas

as amostras de fermento natural liofilizados tiveram uma reducdo de
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aproximadamente 1 log UFC/g ao final dos 60 dias de armazenamento. A contagem
de células viaveis de leveduras ficou entre 8 — 7 log UFC/g apds a liofilizagdo. Da
mesma forma, as contagens de células viaveis de levedura foram reduzidas em 1 — 2
log UFC/g nos fermentos naturais liofilizados apds 60 dias de armazenamento.

InvestigacBes anteriores também relataram reducdes nas contagens de
células viaveis de BAL e leveduras apoés a liofilizacdo, provavelmente ligadas ao
estresse térmico celular causado por processos de congelamento e desidratacao
(Stefanello et al., 2018), que causam danos a membrana celular e comprometem a
viabilidade celular de bactérias e leveduras. Entretanto, o uso de crioprotetores pode
ter reduzido esses danos.

Um estudo inicial relatou reducdes de aproximadamente 3 e 2 log UFC/g nas
contagens de BAL e leveduras, respectivamente, em fermento natural apos liofilizacao
sem o uso de crioprotetor (Reale et al., 2019). Caglar et al. (2021) compararam duas
formas de secagem utilizadas em massa fermentada e identificaram que a liofilizac&o
foi mais eficiente quando comparada a secagem por pulverizacéo (spray-drying) e que
ainda obteve uma contagem de células viaveis de BAL de 8,0 £ 0,6 UFC/g como a
obtida neste estudo até o trigésimo dia de armazenamento.

O FNL Mix (co-cultura das cepas Lactiplantibacillus pentosus 129 e
Limosilactobacillus fermentum 139) juntamente com o FNL Controle (microbiota
selvagem) e o FNL Lf139 (L. fermentum 139) mantiveram ao longo dos 60 dias de
armazenamento contagens de bactérias laticas superiores a 7 log UFC/g. Por outro
lado, houve uma diminuicao a partir de 45° nas contagens de BAL do FNL Lpel29 (L.
pentosus 129) com valores abaixo de 7 log UFC/g.

Em comparacdo com a contagem de BAL, a menor contagem de leveduras
em todas as massas fermentadas testadas ja foi evidenciada por outros estudos
(Reale et al., 2019; Lattanzi et al., 2014). As leveduras parecem ser mais sensiveis ao
estresse causado pelas mudancas de temperatura. O estudo de Lattanzi et al. (2014)
destaca que ndo s6 na massa fermentada desidratada, mas também naquelas
mantidas refrigeradas ou congeladas, a sensibilidade das leveduras é maior que a das
bactérias, e a contagem foi inferior a observada neste estudo.

A viabilidade das BAL e das leveduras durante o armazenamento é essencial
para a aplicacdo desses fermentos liofilizados na fermentacdo de massas para a

producdo de pées. Mesmo com reducdes de 1 ou 2 log UFC/g apos 60 dias de
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armazenamento, o protocolo de producédo utilizado permitiu contagens que tornam
esta massa fermentada metabolicamente ativa quando reidratada. Pode ser
considerado um agente de fermentacdo e ndo apenas um agregador de sabor como
a maioria das massas fermentadas desidratadas disponiveis no mercado sao.
(Sanchez-Adria et al., 2023).

A Tabela 3 apresenta os resultados da caracterizacao fisico-quimica de pH,
acidez titulavel, umidade e atividade de agua dos fermentos naturais liofilizados
durante o periodo de armazenamento. Apds 60 dias de armazenamento, os valores
de pH variaram de 3,90 + 0,01 a 4,06 £ 0,03. Caglar et al. (2021), em estudos recentes
com fermento desidratado em p6 produzida por diferentes métodos de secagem
(pulverizacéo, liofilizacéo, estufa), obtiveram valores de pH entre 3,54 + 0,00 e 3,79 +
0,00, e Gul et al. (2020) 3,71 + 0,02 a 4°C.

Tabela 3. Parametros fisico-quimicos (média + desvio padréo) de fermento natural
liofilizad inoculada ou ndo com L. pentosus 129 e/ou L. fermentum 139 durante 60 dias
de armazenamento (28 + 1 °C).

Fermento Natural Liofilizado (FNL)

Parametros Arma(zg;zr)nento Controle Lpel29 Lf139 Mix
0 3.94 £ 0.015¢ 3.90 £ 0.01¢ 4.02 + 0.03 4.02 + 0.02%°
15 3.98 + 0.0280 3.96 £ 0.028° 4.04 £ 0.02%° 4.03 £0.017°
pH 30 3.98 + 0.028° 3.98 + 0.018° 4.03 £ 0.01%° 4.02 + 0.024Bb
45 4.04 £ 0.01%2 4.00 £ 0.04Aab 4.06 £ 0.03Rab 4.05 £ 0.03Aab
60 4.05 + 0.04Aab 3.93 +£ 0.018¢ 4.03 + 0.02#° 4.02 £ 0.01#°
0 6.07 £ 0.1582b 6.68 + 0.35%4 6.30 £ 0.217B2  6.24 + 0.36"82
ATT 15 5.84 + 0.17/8¢ 6.09 + 0.07A° 5.15 + 0.20¢¢ 5.31 +£0.15%°
(mL NaOH/10g) 30 6.01 + 0.114¢ 6.09 £ 0.217¢ 5.21 + 0.258¢¢ 6.17 + 0.25%2
45 6.30 £ 0.15% 5.25 + 0.14%d 5.48 + 0.065° 6.30 £ 0.15%4
60 5.91 + 0.25R¢ 571 + 0.25B¢ 5.15+0.30°¢  5.54 + 0.36"8¢P
0 3.81 +£0.03¢¢ 4.53 + 0.098 3.66 + 0.04™ 4.68 + 0.01Ad
15 4.19 + 0.04¢r 4.62 + 0.06™ 4.95 + 0.074¢ 4.77 £ 0.068°
Umidade (%) 30 4.41 +0.20P° 5.21 + 0.048¢ 5.08 + 0.06¢°¢ 5.93 + 0.07/°
45 5.07 £ 0.07P2 7.12 £0.14" 5.91 + 0.02¢» 6.08 + 0.108°
60 5.16 + 0.04¢2 7.96 + 0.06"2 6.67 +0.145 6.70 + 0.1282
0 0.18 + 0.00¢¢ 0.23 + 0.028¢ 0.26 + 0.02%¢ 0.24 +0.018
15 0.19 + 0.02P¢c 0.30 £ 0.018 0.28 + 0.01 0.36 + 0.014¢
aw 30 0.20 + 0.01¢° 0.37 £ 0.00%¢ 0.36 + 0.018¢ 0.37 % 0.0178bc
45 0.21 +0.01%° 0.48 + 0.02%4 0.38 + 0.00%° 0.38 £ 0.018°
60 0.33 £ 0.00¢8 0.45 + 0.017° 0.42 +£ 0.0152 0.40 + 0.0088

a-4Em coluna, média + desvio padrao com letras diferentes difere estatisticamente (p< 0,05). #-° Em linha, média + desvio padrao
com letras diferentes difere estatisticamente (p< 0,05). FNL Controle: fermento natural liofilizado (microbiota selvagem); FNL
Lpel29: fermento natural liofilizado inoculado com L. pentosus 129; FNL Lf139: fermento natural liofilizado inoculado com L.
fermentum 139; FNL Mix: fermento natural liofilizado inoculado com L. pentosus 129 e L. fermentum 139 (1:1)

A ATT dos fermentos liofilizados variaram de 5,15 + 0,01 a 6,30 £ 0,21 mL/10g
durante o armazenamento. Em seu estudo com fermento natural liofilizado com L.
paracasei e L. bulgaricus, Mantzourani et al. (2019) encontraram valores de acidez

titulavel ligeiramente superiores aos encontrados neste estudo, que variaram de 7,10
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+ 0,10 a 8,67 + 0,11 mL. Os acidos orgéanicos (acético, latico, succinico e malico)
produzidos pelas BAL reduzem significativamente o pH e aumentam a acidez (Rossel,
2016).

A umidade dos fermentos liofilizados variaram de 3,66 + 0,04 a 7,96 = 0,06 %
durante o armazenamento de 60 dias. O aumento da umidade ao longo do tempo é
esperado para produtos secos; entretanto, segundo Bhandari et al. (2013), produtos
em po6 com umidade entre 2 e 8% sdo considerados seguros para 0 hao
desenvolvimento de microrganismos deteriorantes. Durante o armazenamento, 0S
valores encontrados para atividade de agua (aw) nos fermentos liofilizados variaram
de 0,18 + 0,00 a 0,48 + 0,02. Segundo os autores Prabhakar & Mallika (2014), o
principal objetivo da secagem de alimentos é garantir maior estabilidade ao produto
gue evite o crescimento de microrganismos, reduzindo sua umidade. Segundo 0s
autores, alimentos secos que apresentam atividade de agua abaixo de 0,60 séo
microbiologicamente estaveis e seguros (Prabhakar & Mallika, 2014). As variacdes na
umidade e na atividade de agua entre os fermentos naturais liofilizados ndo estao
relacionadas ao tipo de microrganismo inoculado. Entretanto, o método de

armazenamento foi realizado sem controle de umidade.

3.2 Estado fisiol6gico da microbiota de fermento natural

O tamanho das populacdes de células microbianas com diferentes estados
fisiolégicos (viaveis, injuriadas e mortas) nos fermentos naturais antes e depois da
liofilizacdo é mostrado na Figura 1. As populacdes de células microbianas vivas foram
superiores a 70% em todas as amostras de fermento natural apés a liofilizacdo. Entre
as amostras de fermento natural fresca (antes da liofilizag&o), a maior (>) populacéo
de células microbianas viaveis observada foi encontrada em Lf139 > Mix > Controle >
Lpel29. Imediatamente apos a liofilizagdo, a maior populacdo de células microbianas
viaveis foi encontrada em FNL Mix > FNL Controle > FNL Lpe129 > FNL Lf139.
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Figura 1. Estado fisiologico das células (viaveis, mortas e injuriadas) da microbiota em massa
fermentada fresca antes e depois do processo de liofilizacao.
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Controle Lpel29 Lf139 Controle  Lpe129 FNL Mix
=Células injuriadas 10,80 10,00 3,84 2,94 3,96 8,06 4,52
m Células mortas 12,61 14,70 10,01 11,19 14,88 14,42 14,15
= Células viaveis 76,60 75,29 86,15 85,97 81,16 77,52 81,33

As populacdes de células microbianas mortas e danificadas nos fermentos
frescos foram menores em Lf139 (10,01 - 3,84%) e Mix (11,19 - 2,94%),
respectivamente. Apos a liofilizacdo, as maiores populacdes de células microbianas
injuriadas foram encontradas em FNL Lf139 e FNL Lp129. As altas populacdes de
células lesionadas em FNL Lp129 podem estar associadas as menores contagens de
células viaveis de BAL e leveduras encontradas ao fim dos 60 dias de
armazenamento, uma vez que membranas danificadas podem comprometer as
funcbes e a sobrevivéncia de células bacterianas e de levedura. Mesmo com essas
reducbes, o fermento liofiizado quando reidratado poder4d ser novamente
metabolicamente ativo (Lattanzi et al., 2014; Reale et al., 2019).

3.3 Quantificacdo de EPS e contetdo de agucares e acidos organicos em fermento
natural liofilizado

O teor de EPS nos fermentos liofilizados (Tabela 4) variaram de 0,22 + 0,08 a
0,33 + 0,13 mg/L (FNL Controle = 0,27 + 0,1 mg/L; FNL Lpel29 = 0,29 + 0,10 mg/L;
FNL Lf139 = 0,33 + 0,13 mg/L; FNL Mix = 0,22 £ 0,08 mg/L). A presenca de EPS nos

fermentos liofilizados favorece a textura, a umidade, a formacéo da rede de gluten, o
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volume especifico e as caracteristicas de envelhecimento do pdo (Sanchez et al.,
2006; Kaditzky et al., 2008; Katina et al., 2009; Lynch, Coffey, & Arendt, 2018).
Especialmente, o FNL Lf139 apresentou um teor de EPS mais elevado quando
comparado com os outros fermentos liofilizados, o que pode estar ligado a capacidade

superior relatada de L. fermentum 139 de produzir EPS (de Albuquergue et al., 2018).

Tabela 4. Conteudo de agucares e acidos organicos em fermento natural liofilizado

inoculada ou ndo com L. pentosus 129 e/ou L. fermentum 139
Fermento Natural Liofilizado (FNL)

Parametros

Controle Lpel29 Lfel39 Mix

EPS (mg/L) 0.27+0.12" 0.29+0.10" 0.33+0.13" 0.22 +0.08"
Aclcares Frutose 3.58 + 0.12° 3.04 * 0.09C 530+0.17A 0.51 + 0.130
(mg/L) Glicose 3.90 + 0.16A 3.31+0.118 1.20 +0.09C 0.27 +0.10°
Maltose n.d. n.d. 0.61+0.11~ 0.58 +0.17A
Acidos orgénicos  Acético 0.01+0.02" 0.01+0.01" 0.02+0.01" 0.02 +0.02"

(mg/L) Citrico 0.08 + 0.02A 0.07 £0.014 0.02 + 0.04A n.d.
Formico 0.07 + 0.037 0.04 + 0.02%8 0.02 + 0.02%8 0.01 + 0.018
Latico 0.12 +0.19¢ 0.22 +0.07¢ 0.70 + 0.13A 0.54 + 0.058

Malico 0.22 +0.134 0.19 + 0.10~ n.d. n.d.
Succinico  1.43 + 0.254 0.30 + 0.168 0.03 + 0.09¢ 1.67 + 0.224

a-¢Em coluna, média + desvio padrao com letras diferentes difere estatisticamente (p< 0,05). #-¢ Em linha, média  desvio padrao
com letras diferentes difere estatisticamente (p< 0,05). FNL Controle: fermento natural liofilizado (microbiota selvagem); FNL
Lpel29: fermento natural liofilizado inoculado com L. pentosus 129; FNL Lf139: fermento natural liofilizado inoculado com L.
fermentum 139; FNL Mix: fermento natural liofilizado inoculado com L. pentosus 129 e L. fermentum 139 (1:1)

n.d. ndo detectado

As contagens mais altas de BAL no FNL Lf139 poderiam estar associadas a
uma maior concentragdo de EPS nessas massas fermentadas (0,33 + 0,13 mg/L).
Kong et al. (2022) identificaram associacdo entre sintese de EPS e maior resisténcia
celular ao estresse causado pelo processo de liofilizagdo de Lactobacillus acidophilus
NCFM, com melhora na viabilidade celular & medida que a concentracdo de EPS foi
maior identificou associagdo entre sintese de EPS e maior resisténcia celular ao
estresse causado por o processo de liofilizagcdo de Lactobacillus acidophilus NCFM,
com melhora na viabilidade celular a medida que a concentracédo de EPS foi maior.

O conteudo de aclUcares em amostras de fermento natural liofilizadas é
mostrado na Tabela 4. O teor de frutose variou de 5,30 + 0,12 a 0,51 + 0,13 mg/L, e 0
conteudo de glicose variou de 0,27 £ 0,10 a 3,90 + 0,16 mg/L em amostras de fermento
natural. Os teores de glicose e frutose néo diferiram entre as diferentes amostras de
fermento natural (p <0,05). Os teores de maltose n&o diferiram (p <0,05) entre FNL
Lf139 e FNL Mix, mas ficaram abaixo do limite de deteccdo em FNL Controle e FNL
Lp129. A deteccdo de maltose em FNL Lf139 e FNL Mix assume que ambas as cepas
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tém a incapacidade de fermentar maltose em comparagédo com FNL Controle e FNL
Lpel29 (bactérias laticas maltose-positivo) (Korcari et al., 2021).

Curiosamente, FNL Lf139 e FNL Mix apresentaram menores teores de glicose
e maiores teores de maltose. Isto pode estar associado ao fato de que algumas BAL
heterofermentativas sintetizam a enzima maltose fosforilase quando bem adaptadas
a massa fermentada. Esta enzima permite decompor a maltose, que é a fonte de
energia mais abundante nas farinhas, em glicose e glicose 1-P sem utilizar ATP. Além
disso, a excrecdo de glicose nao fosforilada induz a repressao da glicose em outros
microrganismos presentes no ecossistema da massa fermentada, impedindo a
competicdo pela maltose (Ganzle et al., 2007, Gobbetti, De Angelis, Corsetti, & Di
Cagno, 2005, Stolz, Hammes e Vogel, 1996). A utilizacdo de aceptores de elétrons
alternativos encontrados na massa, como a frutose, também proporciona vantagem
energética, uma vez que ela é reduzida a manitol, favorecendo a producgéo de acetato
e ATP concomitantemente (De Vuyst, Comasio & Kerrebroeck, 2021; Gobbetti et al.,
2005; Vranken, Rimaux, De Vuyst e Leroy, 2008).

O teor de &cido acético foi baixo em todas as amostras de fermento natural
liofilizado (0,01 + 0,02 a 0,02 + 0,01 mg/L). O teor de &cido latico variou de 0,12 + 0,19
a 0,70 £ 0,13 mg/L entre as amostras de fermentos liofilizados. FNL Lf139 e FNL Mix
tiveram comportamento diferente das demais amostras de fermento natural, com
maiores teores de 4cido latico do que os demais acidos organicos medidos, o que
pode estar associado a uma atividade metabdlica mais intensa da cepa L. fermentum
139 presente em ambos os fermentos naturais liofilizados. Um estudo inicial relatou
maiores teores de 4&cido latico em fermento natural inoculada com BAL
heterofermentativas quando comparada com fermento natural inoculado apenas com
monocultura de levedura (Carbonetto et al., 2020).

A nao deteccao de acido malico nos fermentos liofilizados Lf139 e Mix indicam
gue sua degradacao pode ter sido convertida em acido latico, que foi identificado em
todos os fermentos, porém em maior concentracdo nos fermentos inoculados com L.
fermentum 139 (Garcia, Rendueles, & Diaz, 2019). O acido succinico foi encontrado
em todas as amostras de fermento natural liofilizadas (0,03 £ 0,09 a 1,67 + 0,22 g/L).
Os menores teores de acido succinico foram encontrados em FNL Lpel29 e FNL
Lf139. Esses resultados podem estar ligados a presenca de L. pentosus e L.

fermentum nessas amostras, uma vez que o fermento natural liofilizado inoculado com
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monocultura heterofermentativa de BAL apresentou teores mais baixos do que o FNL
Mix. A presenca de acidos organicos em amostras de fermento natural liofilizadas é
um importante indicativo da contribuicdo destes compostos no desenvolvimento do

sabor e acidificacdo de paes de longa fermentacéao.

3.5 Caracterizacdo da qualidade dos pées de longa fermentacéo

3.5.1 pH, ATT, umidade (%) e volume especifico

Os valores dos parametros fisico-quimicos (pH, acidez titulavel total (ATT) e
umidade %) e do volume especifico (V.E) dos pées elaborados com os fermentos
naturais liofilizados durante o armazenamento de seis dias sdo apresentados na
Tabela 5. Os valores de pH e ATT variaram de 4,43 £ 0,06 a4,32+0,01 e 3,43 +0,15
a 2,71 + 0,15 mL/10g, respectivamente. Em geral, o pH dos paes apresentou ligeira
variagao durante o armazenamento. Alimentos com pH abaixo de 4,5 constituem um
ambiente acido, sendo um fator limitante para o crescimento e sobrevivéncia de

espécies de fungos deteriorantes.

Tabela 5. Parametros fisico-quimicos (média + desvio padrédo) de paes elaborados
com fermento natural inoculado ou ndo com L. pentosus 129 e/ou L. fermentum 139
durante seis dias de armazenamento (28 + 1 °C).

Pao

Parametros Arma(zgir:;ryento Controle Lpel29 Lf139 Mix
0 4.43 + 0.06"Ba 4.40 +0.0082 4.40 + 0.00B2 4.40 + 0.0082
pH 3 4.38 + 0.02%a 4.38 + 0.0170 4.39 £ 0.03%2 4.32 +0.03Bp
6 4.40 + 0.00%2 4.40 + 0.00%2 4.40 + 0.00%a 4.40 + 0.00%2
ATT (mL 0 2.90 +0.218Ba 3.32 + 0.49Ab2 3.43 +0.15%a 3.30 + 0.46Ab2
NaOH/10g) 3 2.90 + 0.30%a 2.92 + 0.07Ab 2.97 £ 0.107° 3.14 + 0.214a
6 2.74 + 0.068P 2.87 + 0.20A8b 2.71 +0.158¢ 2.97 + 0.10~P
0 37.02 +0.80%a 34.60 +0.27Ba 37.79 £ 0.72Aa 34.68 + 0.34Ba
Umidade (%) 3 33.90 + 0.194° 33.00 + 0.27¢0 33.29 + 0.098¢P 33.42 +0.0680
6 29.52 + 0.84BCc 29.66 + 0.458BCc 33.19 +0.134° 28.96 + 0.83¢¢
0 2.94 +0.088Ba 2.82 +0.088Ba 3.22 +0.16%a 3.24 +0.08%a
V.E 3 2.85 + 0.088Bab 2.79 £ 0.168b 3.12 £ 0.047b 3.11 + 0.2048b
6 2.82 + 0.028b 2.65 + 0.14¢P 2.99 + 0.08Ab 2.98 + 0.2948b

a-dEm coluna, média + desvio padrao com letras diferentes difere estatisticamente (p< 0,05). #-¢ Em linha, média + desvio padrao
com letras diferentes difere estatisticamente (p< 0,05). FNL Controle: fermento natural liofilizado (microbiota selvagem); FNL
Lpel29: fermento natural liofilizado inoculado com L. pentosus 129; FNL Lf139: fermento natural liofilizado inoculado com L.
fermentum 139; FNL Mix: fermento natural liofilizado inoculado com L. pentosus 129 e L. fermentum 139 (1:1)
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O teor de umidade nas amostras de paes variou de 37,79 = 0,72 a 28,96 *
0,83% ao final do armazenamento de seis dias, sendo constatada reducéo no teor de
umidade, exceto para o pdo Lf139. Durante o envelhecimento do pao, a agua livre
tende a migrar do miolo para a casca e da casca para 0 meio ambiente, reduzindo o
teor de umidade do péo.

O volume especifico dos pées indica a capacidade de expansdo da massa
durante o processo de levedacéo e cozimento. Os valores de V.E variaram de 3,24 +
0,08 a 2,65 + 0,14 cm? /g entre as amostras de pdo. A reducdo na umidade e no
volume do pdo é esperada durante o armazenamento. A perda de umidade e o
encolhimento causados pela retrogradacao do amido podem reduzir o volume do pao
durante o envelhecimento. Foi encontrado maior volume especifico para o pao Lf139
e pao Mix, o que pode ser causado por uma maior atividade proteolitica que fortaleceu
a rede de gliten na massa das duas amostras, resultando em maior extensibilidade e

aumento de volume nos péaes (Caglar et al., 2021).

Figura 2. Imagens de micrografias eletrbnicas de varredura (MEV) e fatias de pao obtidas de pao
fermentado produzido com massa fermentada liofilizada. C: Controle do pao (microbiota selvagem);
129: Pao com massa fermentada liofilizada inoculada com L. pentosus 129; 139: Pdo com massa
fermentada liofilizada inoculada com L. fermentum 139; M: Pdo com massa fermentada liofilizada
inoculada com L. pentosus 129 e L. fermentum 139 (1:1).

Fonte: Dados da pesquisa

A MEV do pao Mix mostra alvéolos bem desenvolvidos e uma fatia com massa
mais aerada (Fig. 2 - M). Por outro lado, a micrografia do pdo Controle (Fig. 2 - C)
aponta um pao com estrutura de massa densa e uma fatia com nucleo mais fechado.

Apesar do baixo volume especifico e da micrografia apresentar uma estrutura em favo
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de mel, a fatia do p&o Lpel29 (Fig. 2 - 129) apresenta uma estrutura semelhante a do
pao Controle. Em contrapartida, a micrografia do pédo Lf139 (Fig. 2 - 139) e sua
respectiva fatia € globalmente semelhante a do pao Mix, que apresentou maior volume
especifico.

3.5.2 Cor do miolo

Os resultados dos parametros de cor dos miolos dos pées produzidos com o0s
fermentos liofilizados durante o armazenamento sdo apresentados na Tabela 6. Os
valores variaram de 76,65 + 0,84 a 80,60 = 0,13 para o parametro L*, de 0,35 + 0,05
a 0,68 + 0,01 para o parametro a* e de 14,40 £ 0,57 a 16,38 + 0,87 para o parametro
b*.

Tabela 6. Parametros de cor (L* a* b*, média + desvio padrao) em paes elaborados
com fermento natural liofilizado inoculado ou ndo com L. pentosus 129 e/ou L.
fermentum 139 durante seis dias de armazenamento (28 + 1°C)

Cor do miolo do péo (L* a* b*)

Armazenamento

(Dias) Controle Lpel29 Lf139 Mix

0 76.63 £ 0.8442 77.94 +0.7472 77.93 £0.31%° 79.44 £ 0.274°
3 L*  78.56+ 0.908¢a 77.41+£0.41C2 79.59 + 0.7582 80.60 £ 0.13%a
6 76.88 +0.70¢2 78.12 + 0.53B2 79.82 £ 0.7872 79.77 £ 0.32%°
0 0.61+ 0.06"B2 0.54 + 0.08B2 0.68 £ 0.01%a 0.35 + 0.05¢¢

3 a* 0.56 + 0.08%a 0.51 £ 0.12Aa 0.55 £ 0.017° 0.45 £ 0.13Abc
6 0.52 + 0.118¢a 0.44 + 0.118¢a 0.46 + 0.07¢¢ 0.60 + 0.05RBaP
0 14.71 £ 0.41B¢ 14.40 + 0.57B2 16.38 £ 0.8742 15.90 + 0.1442
3 b* 16.23 + 0.6472 14.98 + 0.28¢2 15.53 + 0.33% 15.42 + 0.188
6 15.03 + 0.17B° 15.54 + 0.9148¢Ca 14.66 + 0.29¢° 15.74 + 0.234%

a-°Em coluna, média + desvio padrdo com letras diferentes difere estatisticamente (p< 0,05). #-°Em linha, média + desvio padrdo
com letras diferentes difere estatisticamente (p< 0,05). FNL Controle: fermento natural liofilizado (microbiota selvagem); FNL
Lpel29: fermento natural liofilizado inoculado com L. pentosus 129; FNL Lf139: fermento natural liofilizado inoculado com L.
fermentum 139; FNL Mix: fermento natural liofilizado inoculado com L. pentosus 129 e L. fermentum 139 (1:1)

No sexto dia de armazenamento, as amostras apresentaram diminuigao nos
valores de L*, exceto para o pao Lf 139. As variacdes nos valores de a* provavelmente
nao estiveram relacionadas ao tipo de fermento natural utilizada na formulacédo do
pao, uma vez que esses valores foram proximos de zero. O parametro b* esta
associado ao miolo levemente amarelado, caracteristica comum em péaes preparados
com processos de mistura que promovem baixa oxidagao dos pigmentos carotenoides
da farinha de trigo (Antononi et al., 2019), o que provavelmente nao foi afetado pelo

tipo de fermento natural usado para produzir o pé&o.
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3.6 Propriedades da textura do pao

Os resultados dos parametros de textura dureza (D), elasticidade (E) e
mastigabilidade (M) dos péaes elaborado com fermentos liofilizados durante seis dias
de armazenamento sdo apresentados na Tabela 7. Os valores de dureza variaram de
2,36 + 0,16 a 13,22 + 0,56 N, para a elasticidade, os valores variaram de 0,21 £+ 0,03
a 0,45 £ 0,02 e para a mastigabilidade variaram de 1,50 + 0,07 a 5,33 £+ 0,33 nas
amostras de paes.

Tabela 7. Parametros de textura [dureza (H), elasticidade (E) e mastigabilidade (C)]
de paes elaborados fermento natural liofilizado inoculado ou ndo com L. pentosus 129
elou L. fermentum 139 durante seis dias de armazenamento (28 + 1°C)

Pao
Arma(z;ir;a:)nento Parametros Controle Lpel29 Lf139 Mix

0 D 3.68 + 0.28A¢ 3.61+0.22°¢ 2.36 £0.16°° 2.89+0.328¢
3 (N) 8.40+ 0.278° 9.56 + 0.25° 5.29 + 0.16¢> 5.61 +0.37¢°
6 13.22 + 0.5672 13.16 + 0.2972 10.33 £ 0.476B2 10.69 + 0.28B2
0 0.45+ 0.02Aa 0.43 + 0.03Ar2 0.43 + 0.05782 0.42 +0.018a
3 E 0.29 £ 0.027° 0.27 £ 0.027° 0.27 £ 0.03"0 0.27 £ 0.047°
6 0.23 £ 0.01#¢ 0.27 + 0.06"° 0.22 + 0.047° 0.21 £ 0.03%°
0 M 2.40 £ 0.18A¢ 2.30 £ 0.22#¢ 1.50 + 0.07¢° 1.89 + 0.18B¢
3 (N) 4.16 £ 0.08 4.22 +0.27% 2.51+0.18%° 2.68 + 0.148°
6 5.30 £ 0.16"2 5.33 £ 0.33%a 3.65 +0.01¢ 4.54 +0.2982

a-°Em coluna, média + desvio padrao com letras diferentes difere estatisticamente (p< 0,05). #-¢Em linha, média + desvio padréo
com letras diferentes difere estatisticamente (p< 0,05). FNL Controle: fermento natural liofilizado (microbiota selvagem); FNL
Lpel29: fermento natural liofilizado inoculado com L. pentosus 129; FNL Lf139: fermento natural liofilizado inoculado com L.
fermentum 139; FNL Mix: fermento natural liofilizado inoculado com L. pentosus 129 e L. fermentum 139 (1:1)

A dureza dos paes aumentou nos paes preparados com FNL Controle e FNL
Lpel29, enquanto reduziu nos paes preparados com massa fermentada FNL Lf139 e
FNL Mix. Um estudo inicial relatou maior dureza no pao preparado com adicéo de
fermento natural (Caglar et al., 2021). Alguns fatores podem afetar a dureza do péo,
incluindo o teor de EPS, que esta associado ao maior volume especifico e a reducao
da dureza do pdo. Como o FNL Lf139 tinha maior teor de EPS, poderia ajudar a reduzir
a dureza dos péaes contendo L. fermentum 139.

A elasticidade dos paes elaborados com os fermentos liofilizados néo se
alterou (p> 0,05) durante o armazenamento, com excec¢ao do péo elaborado com FNL
Mix, que foi a menor entre as amostras. A reducao da elasticidade dos pées ao longo
do tempo é esperada uma vez que a perda de umidade faz parte do processo natural
de envelhecimento, caracteristica que afeta diretamente a elasticidade.

O péo Lf139 apresentou os menores valores de mastigabilidade (p< 0,05) ao

longo do armazenamento quando comparado as demais amostras de paes. Ao
83



terceiro dia dia de armazenamento, o pao Mix obteve mastigabilidade que n&o diferiu
do péo Lf139. O uso do FNL Lf139 e do FNL Mix na producdo de paes reduziu a
dureza e teve menor impacto na elasticidade dos pées ao fim do sexto dia de
armazenamento, contribuindo para a reducdo do envelhecimento. Ambos o0s paes
foram produzidos com fermentos liofilizados que contém a espécie de bactéria latica
Limosilactobacillus fermentum 139.

3.7 Calorimetria exploratéria diferencial e digestibilidade da proteina in vitro nos paes

3.7.1 DSC

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC) caracterizou o amido
retrogradado apds o cozimento dos péaes elaborados com fermento natural liofilizado.
O DSC avaliou se o uso de fermento natural previamente inoculado com BAL
influenciava o cozimento e a estrutura do pao, bem como a estabilidade térmica dos
paes. Os parametros avaliados foram o calor de fusdo do amido retrogradado (H),
temperatura inicial de transicdo (To), temperatura de pico de transicdo (Tr) e
temperatura final de transigdo (Tr).

A temperatura inicial de transicdo nos paes avaliados variou de 26,4 a 28,3
°C; os valores da temperatura de pico de transi¢cdo variaram de 33,9 a 37,1 °C; os
valores da temperatura final de transicdo variaram de 49,8 a 55,5 °C, e os valores do
calor de fus&o do amido retrogradado (H) variaram de 31,82 a 43,24 J/g (Tabela 8).

Como a entalpia (aH (3g %)) € a quantidade de energia gasta para realizar um
fendmeno calorimétrico, € possivel observar que a entalpia de fusdo da amilopectina
recristalizada, obtendo-se assim a quantidade de amido retrogradado no pdo. Quanto
maior a entalpia maior sera a quantidade de energia gasta para derreter o amido
retrogradado. Por sua vez, quanto mais significativa for a variacdo de entalpia maior

sera a quantidade de amido retrogradado na amostra.
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Tabela 8. Calorimetria exploratéria diferencial [calor de fusdo do amido retrogradado
(AH Jg -1), temperatura de transicao inicial (To), temperatura de pico de transi¢ao (Tr)
e temperatura de transicao final (Tr)] de paes feitos fermentos liofilizados inoculado
ou nao com L. pentosus 129 elou L. fermentum 139 no primeiro e terceiro dia de
armazenamento (28 £ 1°C) e digestibilidade da proteina in vitro (DIVP %).

Pé&o Armazenamento To (°C) Te (°C) Te (°C) AH (Jg ) IVPD (%)
Controle 26.9 50.6 35.0 39.74 91.01
Lp 129 26.4 49.8 34.0 31.82 98.66
LF139 ° 28.3 55.5 37.1 43.24 98.12
Mix 28.0 53.9 33.9 35.55 93.37
Controle 23.1 32.3 49.9 86.2
Lp 129 24.3 39.6 47.0 73.2
Lf139 3 24.2 32.4 43.2 61.1
Mix 25.4 40.0 51.6 84.6

A retrogradacdo do amido € um dos principais agentes de envelhecimento do
pao e a presenca de BAL capazes de produzir EPS e acidificar a massa fermentada
sao fatores-chave para retardar esse processo (Torrieri et al., 2014). O menor valor
de entalpia no tempo zero (primeiro dia) foram encontrados nos paes Lpel29 e Mix,
com valores respectivos de 31,82 e 35,55 J/g e ambos pées produzidos com a BAL
Lactiplantibacillus pentosus 129; no terceiro dia de armazenamento foi encontrado no
pao Lf139 (61,10 J/g) o menor valor de entalpia, e no pdo Lpel29 o valor de entalpia
de (73,2 J/g). Os menores valores encontrados ao terceiro dia para os paes Lpel29 e
Lf139 indicam que menor quantidade de amido recristalizado e menor envelhecimento
do pdo com manutencéo das caracteristicas sensoriais. Os dados encontrados para
textura e no DSC indicam que a adi¢do do FNL Lf139 na producéo de paes reduz a

acao do envelhecimento durante o armazenamento.

3.7.2 DIVP

Antes da avaliacdo da digestibilidade in vitro, o teor de proteina nos paes
variou de 11,41 + 0,39 a 13,58 + 0,22 ug/10 mL. Apos a digestéo in vitro, o teor de
proteina nos paes variou de 0,18 + 0,14 a 1,12 £+ 0,45 pug/10 mL (Tabela 8). Todos os
paes produzidos com fermento natural liofilizado apresentaram teor reduzido de

proteinas apos digestao in vitro. Todos os paes apresentaram digestibilidade in vitro
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acima de 90% (Controle= 91,01%; Lpe129= 98,66%,; Lf139= 98,12% e Mix= 93,37%).
Os paes Lpel29 e Lf139 apresentaram maior digestibilidade in vitro.

Os resultados da analise dos fermentos naturais liofilizados inoculado com L.
pentosus e L. fermentum indicaram intensa atividade metabdlica (De Vuyst et al.,
(2021). A longa fermentagcdo dos pdes com ambas as bactérias laticas, neste caso
presente tanto no FNL Mix e no pdo Mix poderia causar uma atividade proteolitica
mais intensa com impacto positivo na digestibilidade proteica. Entretanto, esse
impacto foi mais evidente para os paes Lpel29 e Lf139 inoculados em cultura Gnica

de bactéria latica

3.8 Microscopia eletronica de varredura (MEV) em pao

A Figura 3 mostra as micrografias do pao produzido com massa fermentada
liofilizada. As microestruturas permitiram a visualizacéo de grandes granulos de amido

nos paes, que estao inseridos e conectados a rede de gluten.
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Figura 3. Micrografias eletrbnicas de varredura (MEV) de pées elaborados com fermento natural
liofilizado (FNL) inoculado ou ndo com L. pentosus 129 e/ou L. fermentum 139 (ampliacdo de 1000x).
A — P&o Controle: pdo de FNL (microbiota selvagem); B — P&o Lp129: pdo de FNL inoculado com L.
pentosus 129; C — P&o Lf 139: p&do de FNL inoculado com L. fermentum 139; D — P&o Mix: pdo de FNL

inoculado com L. pentosus 129 e L. fermentum 139 (1:1). SG — Granulo de Amido; GLU — Gluten.
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4. Conclusdes

ApGs a liofilizagdo, as amostras FNL sofreram uma reducéo de 1 a 2 ciclos
logaritmicos na contagem de células viaveis apos 60 dias de armazenamento. No
geral, o FNL apresentou excelente estabilidade e vida util durante a caracterizacéo e
armazenamento, ja que apoOs reativacdo na producdo de paes promoveram
acidificacdo e aumento de volume. Quanto aos parametros fisico-quimicos avaliados,
a utilizacdo das cepas Lpel29 e Lfl139 como culturas iniciadoras apresentou
resultados satisfatorios em termos de viabilidade celular, producdo de acidos
organicos, textura, volume especifico e vida util dos paes adicionados de fermentos
liofilizados, variac6es foram observadas especialmente para maior dureza em péaes
inoculados com Lf139, no entanto, quanto a digestibilidade da proteina in vitro, os
paes adicionados de BAL isoladamente ou em co-cultura no fermento (Lpel29, Lf139
e MIX) apresentaram digestibilidade superior, indicando maior atividade metabdlica
dessas cepas nos fermentos e péo. Além disso, um menor envelhecimento foi
observado para os paes adicionados com os fermentos inoculados com as BAL
isoladamente. A liofilizacdo permitiu a obtencdo de uma massa fermentada liofilizada
com aplicacdo promissora na producdo de pées de longa fermentagcdo com
caracteristicas semelhantes aos paes produzidos com massa fermentada fresca
madura e com aumento de volume e caracteristicas de qualidade satisfatoria, sem

utilizacao de fermento comercial de panificacéo.
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