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RESUMO

Sourdough é o resultado da fermentacdo espontanea proveniente da mistura de
farinha e agua quando mantidas a temperatura ambiente. Os produtos do
metabolismo dos microrganismos presentes na fermentagdo oferecem ao pao
sourdough caracteristicas singulares e especificas. Entre os fatores que influenciam
a ocorréncia dos microrganismos no sourdough, esta o tipo de farinha. Até o momento,
poucos estudos avaliaram a composicao e estabilidade da microbiota em sourdoughs
preparados com farinhas de trigo integral organicas ou convencionais. Este estudo
teve como objetivo caracterizar a microbiota de sourdough feito com farinhas de trigo
integral convencional e orgénica, bem como avaliar o impacto do metabolismo
bacteriano nas caracteristicas dos paes. O sourdough foi preparado e amostras foram
coletadas para analises de acidez, sequenciamento pela plataforma Illlumina MiSeq e
analise de predicao metabdlica. O fermento final (216 horas) foi utilizado para preparo
de paes e foram avaliados pardmetros de acidez, volume especifico, cor, textura e
analise sensorial. Os resultados demonstraram que bactérias acido laticas
(Pediococcus sp.) e acido acéticas (Gluconobacter sp.), bem como leveduras
(Issatchenkia sp.), foram predominantes ao fim do processo fermentativo, e foi inferido
que os metabolismos de carboidratos e aminoacidos foram cruciais para o
direcionamento das caracteristicas dos paes assados. Nao houve diferenca estatistica
em relagao a diversidade e funcionalidade entre as farinhas organica e convencional.
A partir de fermentagdo curta e longa aplicadas na massa do p&o, foi observada
preferéncia dos painelistas pelos paes de curta fermentagao, os quais demonstraram
menor acidez e dureza e maior volume especifico. Os resultados deste estudo indicam
a importancia de se conhecer a microbiota durante o processo fermentativo e de que
maneira estes microrganismos podem influenciar o produto final. Além disso, a tese
traz a ideia de direcionamento na producéo de panificados utilizando sourdough a fim
de buscar padronizacédo e maior aceitacao desta linha de panificados.

"Tese de Doutorado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Instituto de Ciéncias Basicas da Saude,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (130 p.) maio, 2022.

viii
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ABSTRACT

Sourdough is the result of spontaneous fermentation from the mixture of flour and
water when kept at room temperature. The products of the microorganism’s
metabolism present in fermentation process give sourdough bread unique and specific
characteristics. The type of flour is between the factors that influence the occurrence
of microorganisms in sourdough. To date, few studies have evaluated the microbiota
composition and stability in sourdoughs prepared with organic or conventional whole
wheat flours. This study aimed to characterize the microbiota of sourdough made with
conventional and organic whole wheat flours, as well as to evaluate the impact of
bacterial metabolism on the characteristics of breads. Sourdough was prepared and
samples were collected for acidity analysis, sequencing by the lllumina MiSeq platform
and metabolic prediction analysis. The final sourdough (216 hours) was used to
prepare breads and parameters of acidity, specific volume, color, texture and sensory
analysis were evaluated. The results showed that lactic acid bacteria (Pediococcus
sp.) and acetic acid bacteria (Gluconobacter sp.), as well as yeasts (Issatchenkia sp.),
were predominant at the end of the fermentation process, and it was inferred that
carbohydrate and amino acid metabolism were crucial for directing the characteristics
of baked breads. There was no statistical difference in terms of diversity and
functionality between organic and conventional flours. From the short and long
fermentation applied to the bread dough, panelists' preference for short fermentation
breads was observed, which showed lower acidity and hardness, and higher specific
volume. The results of this study indicate the importance of knowing the microbiota
during the fermentation process and how these microorganisms can influence the final
product. In addition, the thesis brings the idea of driving the production of baked goods
using sourdough to seek standardization and greater acceptance of this line of baked
goods.

'Doctoral Dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology — Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (130 p.) May, 2022.
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1. INTRODUGAO

A mistura de agua com farinha de trigo é capaz de fermentar
espontaneamente gragas a diversa microbiota proveniente das farinhas utilizadas no
processo e o0 produto dessa fermentagdo € chamado de sourdough (Reese et al.,
2020). A composicao da microbiota do sourdough é influenciada principalmente pelo
tipo de farinha e pelas condi¢gdes aplicadas durante o processo, o que impacta
diretamente na mudanca das caracteristicas de produtos panificados produzidos com
este fermento natural. Diferentes farinhas séo utilizadas para produgao de paes, no
entanto o trigo da espécie Triticum aestivum é o mais comumente utilizado (De Vuyst
et al., 2014; Ganzle, 2014; De Vuyst et al., 2016; Ganzle & Ripari, 2016; Gobbetti et
al., 2016; Van Kerrebroeck et al., 2017).

A microbiota do sourdough é composta por bactérias e leveduras
provenientes das farinhas utilizadas (Reese et al., 2020). A partir do seu metabolismo,
0S microrganismos s&o capazes de gerar compostos aromaticos volateis, acidos
organicos e dioxido de carbono, o que garante a melhora nas caracteristicas
sensoriais. Além disso, ocorre a inibicdo de algumas bactérias patogénicas e
deteriorantes, uma vez que a elevada taxa de acidez nesses produtos impede o
estabelecimento de microrganismos indesejaveis no alimento. Deste modo, a validade
dos péaes de fermentagéo natural € aumentada gragas aos compostos produzidos pela
microbiota presente no sourdough (Poffo & Silva, 2011; Jeronymo-Ceneviva et al.,
2014, Menezes et al., 2019).

A partir do metabolismo natural da microbiota, ocorrem bioconversdes de
macromoléculas presentes no proprio sourdough, como carboidratos, proteinas e
lipideos, e é a partir dessas reagdes que pode ser gerada uma série de compostos.
Esses compostos, por sua vez, podem ser utilizados novamente no metabolismo dos
microrganismos, 0s quais podem ser convertidos em outras moléculas devido aos
processos de nutricdo e crescimento celular, bem como a biossintese de novas
substancias. Muitas dessas substancias geradas permanecem nos paes depois de
assados, o que influencia nas caracteristicas sensoriais (Annett et al., 2007; Menezes
et al., 2019; Landis et al., 2021). Esse conjunto de atividades microbianas geram
substancias quimicas que podem servir como alternativa aos aditivos quimicos nos
produtos alimenticios, garantindo um maior prazo de validade, e uma maior inser¢gao

no mercado atual como emergente produto “rétulo limpo” (clean label). Ou seja, um



alimento sem qualquer tipo de produto quimico sintético ou artificial, que seja mais
préximo ao natural e com o minimo de processamento possivel (Nascimento et al.,
2018).

Até o momento, poucos estudos avaliaram a composicao e a estabilidade
da microbiota em massas fermentadas preparadas com farinhas de trigo integral
organicas ou convencionais. Neste contexto, esta tese de doutorado apresenta um
compilado de experimentos e discussdo caracterizando e buscando diferenciar a
microbiota entre farinhas convencional e organica. Além disso, esta tese traz
resultados novos para a area de microbiologia de alimentos, ja que os dados
apresentados podem servir futuramente para auxiliar no direcionamento da
formulacédo de sourdough tipos | e Il e processamento de panificados, bem como
garantir maior padronizagdo para estes produtos, visando o uso da microbiota
presente no sourdough como ferramenta no preparo de panificados. Esta tese esta
dividida em trés principais estudos. O primeiro apresenta os dados de como os paes
sourdough de curta fermentagédo sdo mais aceitos quando realizada analise sensorial,
mantendo sabor caracteristico no alimento. O segundo estudo caracterizou a
microbiota de dois fermentos sourdough diferentes, feitos a partir de farinhas de trigo
integrais convencional e organica, avaliando a estabilidade e a evolugdo dos
microrganismos presentes durante o processo fermentativo para produgédo do
fermento natural. Foram avaliadas beta e alfa diversidade para bactérias e fungos, e
foi discutida a importancia das espécies encontradas em maior abundancia em
relagao a fermentacao.

O terceiro estudo deu continuidade ao segundo, onde foram produzidos
paes com o sourdough fermentado, e foram avaliadas caracteristicas fisico-quimicas
e sensoriais dos paes a partir de um painel randémico aprovado pelo comité de ética
da UFRGS. Além disso, esse mesmo estudo tentou relacionar as caracteristicas dos
paes produzidos com analises de bioinformatica de predicdo de metabolismo das
bactérias presentes no sourdough utilizado na formulacdo dos paes, o que pode
indicar um possivel direcionamento na padronizagdo e escolha de produtos
panificados. Por fim, o ultimo estudo ainda esta em fase de preparo e contempla toda
a parte de tecnologia de alimentos, onde analises de textura e imagem foram feitas

para os paes obtidos no terceiro artigo.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Caracterizar sourdough tipo | preparado com duas diferentes farinhas,
organica e convencional, a partir de avaliacdo de diversidade e funcionalidade da
microbiota bacteriana e fungica, e da qualidade fisica e sensorial de paes produzidos

em diferentes tempos de fermentacao.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Avaliar se a microbiota presente na produgdo de sourdough se
diferencia entre farinhas de trigo integral organica e convencional, e
se as respectivas microbiotas sao capazes de gerar resultados
significativamente diferentes em parametros fisico-quimicos,
sensoriais e metabdlicos;

2.2.2 Confirmar se, de acordo com o tempo de fermentacdo, ocorre a
inibicdo ou redugdo do desenvolvimento de microrganismos nao
desejaveis durante o processo fermentativo;

2.2.3 Analisar se os microrganismos presentes no sourdough sao capazes

de influenciar as caracteristicas sensoriais de panificados.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Trigo e paes: panorama geral

O trigo representa em torno de 30% da produgao mundial de cereais, sendo
os principais produtores a Unido Europeia, Estados Unidos, China, Russia, Canada e
Argentina. Pela diversidade de produtos gerados a partir do trigo, este cereal tem
grande importancia mundial. Desde a elaboragdo de produtos ndo alimenticios até a
alimentagdo humana e animal, o trigo possui elevada qualidade nutricional, ja que é
composto por elevado teor proteico (Borém & Scheeren, 2015). Em 2019/2020, o
volume global de produgdo de trigo totalizou mais de 765 milhdes de toneladas
métricas (Shahbandeh, 2021). Nesse contexto, o Brasil € o 15° maior produtor de trigo
do mundo, com produgcdo de em torno de 7,8 milhdes de toneladas em 2021. Os
estados de plantio em maior volume de producéo estdo o Parana, Rio Grande do Sul
e Santa Catarina (Conab, 2021).

O trigo pertence a familia das gramineas e género Triticum (Poaceae).
Dentro do género, existe aproximadamente 20 espécies, sendo o Triticum aestivum
uma das mais importantes espécies cultivadas para a fabricacdo de pao, e a mais
cultivada para a alimentacao de animais (Neto & Santos, 2017). A espécie T. aestivum
€ a mais frequente no consumo humano devido ao seu aprimoramento genético
devido a adaptagao aos solos e climas diferentes, podendo ser cultivada em regides
de clima desértico a paises com elevado indice de precipitacdo (Santos, 2017). No
entanto, o rendimento da colheita ndo chega a ser autossuficiente para o préprio
consumo do pais, fazendo-se necessaria sua importagao. Atualmente a Argentina é o
principal fornecedor do grao e da farinha de trigo para o Brasil (Borém & Scheeren,
2015; Siepmann et al., 2019).

O T. aestivum é a cultura mais frequente na agricultura organica, assim
como na agricultura convencional. A utilizacdo de farinhas organicas tem ganhado
destaque na producdo de produtos de panificacdo. Além disso, tem crescido o
interesse em estudos para avaliar o teor nutricional de farinhas de trigo oriundas de
sistemas de produgao organicos e convencionais. Alguns estudos sao divergentes em
relagéo as caracteristicas entre farinhas convencionais e organicas, uma vez que foi
observado que amostras organicas apresentaram teores de proteinas e
microelementos de alta qualidade (Vrcek et al., 2013) ao mesmo tempo que ndo houve

diferengas significativas de umidade, proteina e gluten entre farinhas organicas e



convencionais em outro estudo (Draghici et al., 2011), indicando diferenciagao entre
produtos de diferentes regides e variedades.

Legislagdes referentes as farinhas de trigo tradicionais e organicas
brasileiras existem a fim de padronizar a sua composi¢gdo e comercializagdo. A
Resolugao Brasileira RDC n°150, de 13 de abril de 2017, dispbe sobre os requisitos
de obrigatoriedade de enriquecimento da farinha de trigo tradicional, incluindo a
categoria integral, com 140 pg a 220 pg de acido folico e de 4 mg a 9 mg de ferro a
cada 100 g de farinha de trigo. No entanto, a lei brasileira de n° 10.831, de 23 de
dezembro de 2003, dispde sobre a agricultura organica, e tem por objetivo salientar
que estes produtos devem atender a sustentabilidade econémica e ecoldgica. A lei
determina que o alimento devera manter sua integridade e qualidade em todas as
etapas do processo, desde a plantacdo até a comercializacdo, ndo podendo ser
modificado e nem possuir aditivos de teor nutricional.

De acordo com a Tabela Brasileira de Composigédo de Alimentos (TBCA),
uma quantidade de 100 g de farinha de trigo integral possui: 15,4% de umidade, 312
kcal (1321 kJ) de energia, 11,6 g de proteinas, 1,31 g de lipidios, 70,0 g de
carboidratos, 12,8 g de fibra alimentar e 1,69 g de cinzas (TBCA, 2021). As cinzas
representam os minerais presentes na farinha, ganhando destaque ferro, sédio,
potassio, magnésio e fésforo. Esses minerais sao obtidos pela queima de matéria
organica da farinha. Assim, uma elevada concentracdo de cinzas simboliza maior
contaminagao deste material, uma vez que um maior teor de cinzas € encontrado na
parte externa do grao de trigo (Nitzke et al., 2019). O calcio e 0 magnésio afetam os
parametros de farinografia e extensografia da massa feita a partir da farinha de trigo,
onde elevadas quantidades de calcio conferem uma maior absor¢cdo de agua pela
massa. Além disso, os ions calcio e magnésio atuam no equilibrio de minerais no
corpo humano, podendo ser utilizados também como fonte de nutrientes em produtos
panificados (Sehn et al., 2015).

Como principais carboidratos presentes na farinha de trigo, sdo descritos
0s amidos e os agucares. Dentre este ultimo grupo estdo os mono-, di-, oligo- e
polissacarideos, e frutanos (D’Appolonia & Rayas-Duarte, 1994; Arendt & Zannini,
2013). A concentragao de agucares, como glicose, frutose e rafinose, reduz conforme
o tempo de fermentacao dos produtos panificados. Os amidos tém a funcéo de auxiliar
na estruturacdo da massa, efetuando ligacdo com o gluten formado (D’Appolonia &

Rayas-Duarte, 1994). Os lipidios influenciam positivamente na qualidade dos paes, e



auxiliam em um volume maior nestes alimentos. A maior parte dos lipidios presentes
na farinha de trigo acaba por se ligar em um complexo formado por lipidios, proteinas
e amido (Prabhasankar & Rao, 1999; Arendt & Zannini, 2013).

A estrutura dos paes esta relacionada as proteinas presentes em cada
espécie de trigo. Muitas vezes a determinag¢ao da quantidade de proteinas na farinha
de trigo é calculada pela quantidade de gluten presente, uma vez que a quantidade
de gluten determina a qualidade funcional da farinha utilizada (Nitzke et al., 2019). O
gluten age na estrutura da massa e € formado por gliadinas e gluteninas. As gliadinas
sdo formadas por ligagdes dissulfeto intramoleculares e sua ruptura gera o
desdobramento da molécula da proteina. Apds a hidratagdo das moléculas, as
gliadinas se comportam como um liquido viscoso, conferindo caracteristicas de
viscosidade e extensibilidade na massa, garantindo um bom desenvolvimento. As
gluteninas sao proteinas polimerizadas, principalmente por pontes dissulfeto, e
garantem forcga e elasticidade na massa. Essas caracteristicas sdo essenciais para a
retencéo de gases produzidos durante a fermentacgéo (Barak et al., 2013; Barak et al.,
2014; Dhaka & Khatar, 2015).

Quando a massa € desenvolvida, gliadinas e gluteninas formam uma rede
viscoelastica tridimensional continua, conhecida por gluten, a qual é estabilizada por
ligacbes covalentes dissulfeto, ligagdes ndo covalentes e interagdes hidrofobicas. As
quantidades de gliadina e glutenina presentes na farinha de trigo interferem
diretamente na qualidade do pao, afetando as propriedades reolégicas e de textura
da massa, pois proporcionam uma maior forga ao gluten formado (Barak et al., 2013;
Barak et al., 2014).

A farinha é fonte rica em carboidratos e este macronutriente desempenha
papel essencial no corpo como fonte preferencial energética. Diferentes tipos de
farinha tém sido usados no pao, como trigo, centeio, cevada e milho. Os paes sao
ricos em calorias e estao presentes na alimentagao diaria dos individuos. Eles sao
amplamente consumidos no Brasil e no mundo, com muitas variedades encontradas
em confeitarias, panificadoras e padarias. O mercado brasileiro de panificagao
cresceu nos ultimos anos devido a elevada demanda por estes produtos. Os paes
integrais e os paes contendo maior teor de fibras foram os que apresentaram maior
aumento nas vendas, ja que a busca por uma alimentagdo mais saudavel vem
crescendo no pais. Apesar disso, o0 consumo de pao branco ainda é maior, pois o0 pao

integral tem menor maciez e sua coloragao € mais escura, 0 que nao agrada tanto ao



paladar de todos os consumidores (Ishida & Steel, 2014).

O processo de panificagao pode ser realizado através do uso de leveduras
comerciais, chamado panificacdo tradicional, ou através do uso de sourdough,
chamado processo de fermentag&o natural longa, realizado através do cultivo de uma
massa fermentada naturalmente. Alguns alimentos produzidos utilizando a
fermentacao natural sdo mundialmente apreciados, sendo panettone, pandoro,
colomba, focaccia e brioche os principais (De Vuyst & Neysens, 2005).

Nos ultimos anos, foi observado um aumento no consumo de alimentos
fermentados naturalmente (iogurtes, bebidas e paes), uma vez que sao considerados
alimentos funcionais. No caso dos paes de fermentacao natural, os beneficios a saude
s&o varios. Dentre eles se destacam os beneficios gerados ao trato gastrointestinal
devido a redugao dos teores de oligo-, di- e monossacarideos e polidis fermentaveis,
do inglés Fermentable oligosaccharides, disaccharides, monosaccharides and polyols
(FODMAPSs), e de gluten, bem como um menor indice glicémico do alimento e o
aumento da quantidade de vitaminas, minerais e antioxidantes presentes nesses paes
(Lau et al., 2021). Da mesma forma, observou-se um maior consumo de alimentos
organicos, por possuirem menor quantidade de contaminantes e serem livres de
pesticidas e aditivos suplementares (Giraffa, 2004; Hoefkens et al., 2009). Os
componentes bioativos de alimentos fermentados tém sido reconhecidos devido ao
seu historico de uso seguro e pelos seus ingredientes benéficos (Shah, 2007).

O processo de fermentagcdo espontdnea tem se destacado devido a
qualidade nutricional e sensorial e pela durabilidade resultante dos produtos que
utilizam essa técnica (De Vuyst & Neysens, 2005). Atualmente, os consumidores se
preocupam com os ingredientes que compdem este alimento, de onde vem esse
produto e de qual maneira ele foi preparado. Por este motivo, comidas menos
processadas geralmente sdo formuladas com ingredientes de facil reconhecimento
pelos consumidores (Nascimento et al., 2018).

Ha aproximadamente 20 anos atras, no Reino Unido, surgiu o termo clean
label (rotulo limpo). Este termo esta associado principalmente a questdes como:
natureza, onde quanto mais préximo da natureza melhor € o ingrediente ou o produto;
simplicidade, uma vez que o uso de menor quantidade de substancias quimicas torna
o produto mais amigavel e de maior simplicidade e familiaridade; transparéncia, a qual
envolve o conhecimento dos ingredientes presentes no alimento bem como de sua

procedéncia; e processamento, onde quanto menos processado é o alimento, mais



clean ele é considerado (Sweetman, 2016; Nascimento et al., 2018).

Uma vez que alguns compostos quimicos tém sido associados a doengas,
a biopreservagdo vem sendo estudada como alternativa para substituir os
conservantes tradicionais, ja que garante maior tempo de vida aos produtos
alimenticios (Samapundo et al., 2016). A biopreservagao confere maior seguranga
para o alimento e um maior tempo de validade de produtos alimenticios, pois os
bioconservantes sdo gerados a partir da microbiota normal natural ou controlada do
alimento durante o processo de fabricagao (Axel et al., 2015). Algumas bactérias acido
laticas (BAL) vém sendo estudadas pelo aumento da seguranga do alimento ou
prolongamento da validade, principalmente as bactérias dos géneros Lactobacillus,
Leuconostoc, Enterococcus, Oenococcus e Weissella (Ananou et al., 2007; Reginensi
et al., 2016).

Desta forma, o uso de sourdough no preparo de paes vem sendo estudado
para verificagcdo da redugao da deterioracado destes paes e maior tempo de prateleira
de produtos panificados (Katina et al., 2002; Axel et al., 2015). Isso pode estar
relacionado ao grupo de bactérias presente, o qual produz uma quantidade
significativa de acidos que atuam como bioconservantes (Lavermicocca et al., 2003;
Rizzello et al., 2011; Garofalo et al., 2012). Além disso, 0 processo de longa
fermentagao e uso de sourdough em produtos panificados vém sendo inseridos dentro
do grupo de alimentos considerados clean label (Ganzle & Ripari, 2016; Ua-Arak et
al., 2017).

3.2 Sourdough como alternativa na panificagao

O sourdough, também conhecido como levain, lievito ou masa madre, € um
fermento natural originado ha mais de 5 mil anos atras (Torrieri et al., 2014; Borém &
Scheeren, 2015; Arora et al., 2021). O nome é originado da palavra sour, que significa
azedo, e resulta da mistura de agua e farinha. Essa mistura é fermentada
principalmente por BAL heterofermentativas e leveduras, as quais podem ser
espontaneamente ativas no processo de fermentagdo ou podem ser adicionadas
como culturas starter. A massa madre ja fermentada representa o in6culo natural de
microrganismos para as massas subsequentes. A acidez caracteristica dos produtos
que utilizam este fermento se deve a acado das BAL, as quais produzem diferentes
acidos durante a fermentacdo, onde os acidos latico e acético se destacam em
maiores proporgdes (De Vuyst & Neysens, 2005; Gobbetti et al., 2014; Minervini et al.,



2014).

O sourdough pode ser classificado em trés tipos com base na tecnologia
utilizada para sua produgao: tipo | ou tradicional; tipo Il ou acelerado; e tipo Ill ou seco
(Figura 1) (Bocker et al., 1995). O sourdough tipo |, também conhecido como
sourdough tradicional, & caracterizado pela elevada atividade metabdlica dos
microrganismos devido a continua reposicao de farinha e agua para manutengao
dessa atividade. O preparo desse fermento é realizado a uma temperatura ambiente
de aproximadamente 25 °C durante um periodo de aproximadamente 10 dias, gerando
acidez de aproximadamente pH 4,0 (Stolz, 1999). Essa fermentagdo ocorre sem
adicao de fermento bioldgico e € influenciada pela frequéncia de reposi¢ao de farinha
e agua e pela temperatura de fermentacéo. No final da ultima etapa da fermentagéo,
o sourdough é entao utilizado como agente de fermentacéo, podendo ser considerado

como uma cultura starter (Hammes, 1991; De Vuyst et al., 2017).

| Sourdough tipo 1 | | Sourdough tipo 2 | | Sourdough tipo 3 |
Mi Mi
o .
nac agua agua

Mistura
farinha-
agua

Mistura
farinha-
agua

Fermentagéo
espontanea

Cultura
starter

Cultura
starter

Temperatura Alta temperatura de
| 1 ambiente e tempo um a trés dias

Temperatura e
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apropriados
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variavel de
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| Sourdough I— [Sourdough] [ Sourdough ]‘_\
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[_ Padaria/Laboratério 1 [ Padaria/Laboratério ] [_ Padaria/Laboratério 1

Figura 1. Fluxograma explicativo dos processos de fabricagdo dos trés tipos de

sourdough. Fonte: Tradugéo livre de De Vuyst et al., 2017.

Com a alta demanda de produtos de fermentacdo natural, a industria
desenvolveu uma metodologia para produc¢ao de sourdough tipo Il para reduzir o
tempo de preparo. Neste caso, o fermento € uma preparagao liquida, com culturas
Starter pré-selecionadas, que é produzida em nivel industrial utilizando biorreatores
ou tanques com temperaturas controladas acima de 30°C (Decock & Cappelle, 2005).
Valores de pH em torno de 3,5 s&o observados logo apds as primeiras 24 horas de

fermentacdo. No entanto, as atividades metabdlicas se mantém restritas (Bocker et
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al., 1995; Hammes & Ganzle, 1998; De Vuyst & Neysens, 2005; De Vuyst et al., 2017).

Esse tipo de sourdough normalmente ndo age como fermentador, e sim
como acidificador, auxiliando na qualidade da massa. Devido ao longo tempo de
fermentacdo (2 a 5 dias) e temperatura em torno de 30°C, as espécies mais
frequentemente encontradas nestes fermentos sdo de Lactobacillus spp., visto que
sdo mais tolerantes a pHs mais acidos. Por outro lado, as leveduras presentes nesse
ecossistema sao inibidas e o volume da massa final € obtido a partir da adicdo de
fermento biolégico comercial (Bocker et al., 1995; Wiese et al., 1996).

Quando o sourdough do tipo Il é seco e estabilizado apds o seu preparo,
ele é considerado tipo Il (Decock & Cappelle, 2005). O sourdough do tipo Ill é uma
massa em forma de p6 seco que é utilizada para acidificar a massa e conferir aroma
durante o processo de panificagdo. O processo de secagem leva a um aumento da
vida de prateleira do sourdough, transformando-o em um produto de facil transporte e
armazenamento até o seu uso. Além da facilidade de uso, o sourdough tipo lll resulta
em produtos padronizados e de maior qualidade quando comparado aos tipos | e Il,
em relagdo a cor, ao aroma e ao teor de acidez do pao (Bocker et al., 1995; Hammes
& Ganzle, 1998; De Vuyst & Neysens, 2005).

Estudos comprovam que as culturas starter sdo importantes para a textura,
aroma, fatores nutricionais e tempo de vida util do pao, devido as suas atividades
metabodlicas da microbiota simbidtica presente nesse ambiente. No entanto, é
fundamental entender as interacbes microbianas e suas atividades metabdlicas de
forma mais ampla. Com isso, torna-se possivel delinear uma mistura de culturas
fermentativas mais adequada, capaz de se assemelhar aos tragos desejados no pao
produzido. Por este motivo, torna-se necessario o uso de microrganismos que possam
ter seus processos fermentativos padronizados, controlados e otimizados (Liu et al.,
2012; Navarrete-Bolanos, 2012; Zhu, 2014; Zhang et al., 2018).

3.3 Pao sourdough: propriedades e beneficios
A partir do metabolismo dos microrganismos durante a fermentagcéo de
paes, foi verificada a reducdo de FODMAPs. Os FODMAPs compdem uma classe
heterogénea de compostos que incluem lactose, frutose em excesso de glicose,
frutanos e frutooligossacarideos, familia rafinose de oligossacarideos e polidis de
acucar (Muir et al., 2009). Em virtude de os paes serem consumidos em diversos

paises, existe a ingestdo diaria de uma elevada quantidade de FODMAPs
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(Biesiekierski et al., 2011; Shewry & Hey, 2015; Ziegler et al., 2016; Menezes et al.,
2018). Este grupo de substancias pode ser pouco absorvido pelo intestino uma vez
que sdo agucares altamente fermentessiveis, gerando uma série de efeitos nos
processos do trato gastrointestinal, sendo um importante fator para desencadear
sintomas da sindrome do intestino irritdvel e desconforto abdominal (Menezes et al.,
2018). Para diminuicao de desconfortos causados por esta sindrome, a qual acomete
em torno de 7 a 21% da populagdo mundial, uma dieta com quantidade reduzida de
FODMAPs tem sido relatada como uma terapia eficiente (Lovell & Ford, 2012; Zannini
& Arendt, 2018).

Além disso, recentemente os sintomas da sensibilidade n&o-celiaca ao
gluten (Non-Celiac Gluten Sensitivity), condicdo caracterizada por desconfortos
gastrointestinais na auséncia de doencga celiaca ou alergia a farinha, diminuiram com
a restricao de FODMAPSs na dieta alimentar (Biesiekierski et al., 2013; Halmos et al.,
2015; Dieterich et al., 2019; Skodje et al., 2018). Ziegler et al. (2016) avaliaram a
formagcdo de FODMAPs em variedades de trigo. Os autores observaram que
independente da espécie utilizada o que mais importa para reducdo de FODMAPs é
a técnica utilizada para o preparo dos paes, na qual o tempo de fermentagao superior
ha quatro horas reduz significativamente as quantidades destes compostos. Desta
forma, é possivel afirmar que o tempo de fermentagcdo elevado reduz esses
compostos nos paes produzidos.

Alguns estudos confirmam os beneficios do sourdough em relagado as
caracteristicas sensoriais, tecnoldgicas e nutricionais dos paes produzidos (Gobbetti
et al., 2014; Torrieri et al., 2014; Pétel et al., 2017; Rinaldi et al.,, 2017). Essas
caracteristicas dependem da composi¢ao microbiana do fermento, que € modulado
pelo tempo, temperatura, origem da farinha entre outros fatores variaveis (Ganzle,
2014; Minervini et al., 2014). Uma casca mais grossa € mais escura € observada em
paes sourdough, e é ocasionada pelo maior tempo de fermentagao. A coloragao mais
escura € proveniente da reacado de Maillard e caramelizagcédo dos acgucares disponiveis
no pao (Fennema, 1996).

Inumeros estudos verificaram uma elevada dureza da casca e do miolo dos
paes sourdough, porém o aroma e o sabor resultantes sao diferenciados. O resultado
da ag&o dos microrganismos presentes no sourdough tornam o pao de fermentagéo
natural um produto singular (Sanz-Penella et al., 2012; Acquistucci et al., 2019;

Yildirim & Arici, 2019). Siepmann et al. (2019) verificaram que a elevada acidez
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presente nestes produtos leva a uma desestabilizacido da estrutura do amido e do
gluten, e resulta em uma massa mais elastica. A elasticidade e a dureza desses paes
nao agradam tanto sensorialmente, conforme indicam alguns estudos que realizaram
degustagcdo com painelistas variados (Sanz-Penella et al., 2012; Abedfar & Sadeghi,
2019).

3.4 Microbiota presente no sourdough

As farinhas de trigo e de outros cereais contém uma microbiota composta
por bactérias, fungos leveduriformes e filamentosos que se desenvolvem
espontaneamente no sourdough durante o processo fermentativo. Os microrganismos
presentes na fermentacdo do sourdough dependem da composicdo quimica da
massa, bem como sua qualidade nutricional, temperatura, atividade de agua,
presenga de sal, numero de etapas durante o preparo e tempo de fermentagao (De
Vuyst & Neysens, 2005).

A microbiota do sourdough metaboliza carboidratos e aminoacidos
produzindo dioxido de carbono (COz2) e acidos organicos. Muitas vezes, as BAL e
leveduras competem por disponibilidade de substratos, resultando em populacbes
heterogéneas (De Vuyst & Neysens, 2005). Normalmente, apdés uma semana de
realimentacéao e fermentagao do sourdough tipo |, esta microbiota se torna estavel (De
Vuyst et al., 2017). No entanto, a qualidade da farinha utilizada influencia no periodo
de fermentacdo do sourdough, uma vez que a farinha é capaz de alterar as
caracteristicas microbiologicas, enzimaticas e nutricionais desta microbiota em razéo
dos nutrientes, enzimas e compostos que, por sua vez, direcionam as caracteristicas
sensoriais do produto (Ercolini et al., 2013; De Vuyst et al., 2014; De Vuyst et al.,
2017).

Siepmann et al. (2019) observaram no inicio da fermentagdo uma
quantidade de 0,371 g/g de carboidratos na massa, sendo 0,355 g/g de amido, 0,008
g/g de maltose, 0,004 g/g de glicose e 0,003 g/g de frutose. Os mesmos autores
perceberam que 25% de amido foi hidrolisado no primeiro dia de fermentacdo em
sacarose e maltodextrinas pelas amilases presentes na farinha utilizada e o acumulo
dessas moléculas ocorreu até o terceiro dia de fermentacido. Apds esse periodo, foi
verificado o uso dessas moléculas para produc¢ao de acido latico e acido acético pelo
metabolismo do agucar, o que ocasionou mudangas fisico-quimicas significativas no

meio. Além disso, diferentes alcoois foram formados e posteriormente oxidados,
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formando novos compostos, que por sua vez foram consumidos pelos microrganismos
para que fossem formados novos produtos metabdlicos (Siepmann et al., 2019).

Com a disponibilidade de substrato e a ndo predominancia de espécies
produtoras de acidos nos primeiros dias de fermentagdo, microrganismos como
Enterococcus spp. podem ser observados entre os trés primeiros dias de processo de
fermentacao. No entanto, em torno do quinto dia de fermentacao ocorre um aumento
dos géneros Lactobacillus, Weissella, Leuconostoc e Pediococcus, demonstrando que
estes sdo os microrganismos mais adaptados a uma massa com um maior teor de
acidez (Corsetti et al., 2007; Van der Meulen et al., 2007; Ercolini et al., 2013; Weckx
et al., 2010; De Vuyst et al., 2017).

Foi observado em um estudo que houve crescimento exponencial de BAL
e leveduras em apenas 24 horas de crescimento, sendo que as bactérias tiveram
significativo crescimento até o terceiro dia, seguido por redugao da viabilidade celular
apos esse periodo. As leveduras se multiplicaram até o sétimo dia de fermentacao,
com uma estabilidade entre os microrganismos observada apos o quinto dia de
fermentacao (Siepmann et al., 2019).

Di Cagno et al. (2014) afirmaram que o sourdough com microbiota estavel
€ composto principalmente por géneros de BAL heterofermentativas (Lactobacillus,
Leuconostoc, Weissella, Gluconobacter, Lactococcus, Acetobacter) e leveduras
(Candida,  Torulaspora, @ Saccharomyces). O dominio de lactobacilos
heterofermentativos em sourdough pode ser explicado pela sua competitividade com
outros microrganismos e sua facil adaptagdo neste ambiente, uma vez que o
metabolismo de carboidratos deste microrganismo € adequado as principais fontes de
energia da massa como substrato: maltose e frutose. Esse género também possui
diversas respostas ao estresse metabdlico, sendo a mais comum na produgido de
compostos com atividade antimicrobiana (como lactato, acetato e bacteriocinas), os
quais contribuem para a competitividade com os demais microrganismos do ambiente
(De Vuyst & Neysens, 2005).

Entretanto, essa microbiota pode ser alterada pela adicdo de outros
componentes. Estudos demonstraram que quando o fermento biolégico comercial é
adicionado na producdo de produtos panificados, a microbiota é alterada e as
caracteristicas do produto sao influenciadas. Isso ocorre devido a competigao entre
0s microrganismos adicionados na massa e 0s microrganismos presentes no

ambiente, além do aumento na producdo de COg, realizado pelas leveduras do
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fermento bioldgico. Desta forma, pode-se afirmar que as caracteristicas finais de
produtos panificados sao afetadas pelas diferentes interacbes microbianas, matérias

primas e tecnologias (De Vuyst & Neysens, 2005).

3.4.1 Comunidade bacteriana do sourdough

O grupo das BAL compreende bactérias gram-positivas ndo esporuladas
que sao capazes de produzirem acidos durante a fermentacéo de carboidratos (Poffo
& Silva, 2011). Os acidos s&o formados de maneira rapida durante o metabolismo
desses microrganismos, fato de extrema importancia para a prevencédo de
contaminacgdes do ambiente e de matérias primas utilizadas. O pH acido, consequente
da produgcdo de acidos organicos, tem acdo antimicrobiana, impedindo o
estabelecimento de microrganismos contaminantes (Jeronymo-Ceneviva et al., 2014).

As BAL podem ser divididas em homofermentativas e heterofermentativas.
As BAL homofermentativas consomem hexoses para que ocorra a producao de acido
latico, e incluem as espécies Lactococcus spp., L. delbruckii, L. acidophilus,
Streptococcus thermofilus, L. helveticus. Streptococcus spp., Enterococcus spp.,
Pediococcus spp. e Aerococcus spp. Essas espécies sao utilizadas onde uma rapida
acidificagdo do meio é desejada (De Vuyst et al., 2016; Siepmann et al., 2019).

As BAL heterofermentativas consomem pentoses para produzir acido
latico, dioxido de carbono, acido acético e etanol. Normalmente, a formacéo de gas &
a caracteristica que as diferenciam das homofermentativas. As espécies Leuconostoc
spp., Levilactobacillus brevis, Limosilactobacillus fermentum e Limosilactobacillus.
reuteri sdo consideradas heterofermentativas obrigatérias. No entanto, algumas
espécies formam COz e outros subprodutos apenas sob condi¢des especificas ou pelo
uso de substratos especificos, e por isso se classificam em heterofermentativas
facultativas. Alguns microrganismos que se destacam nesse grupo sao espeécies
diferentes de lactobacilos, como Lactiplantibacillus plantarum, Lacticaseibacillus casei
e Latilactobacillus curvatus. Outras vias de formagao de gas também podem ocorrer
quando outros substratos, como citrato, gluconato e aminoacidos, s&o utilizados (De
Vuyst & Neysens, 2005; De Vuyst et al., 2016; Siepmann et al., 2019).

Microrganismos como Pseudomonas spp., Staphylococcus spp., dentre
outros géneros, também podem ser encontrados na composi¢gao da microbiota do
sourdough. Os géneros bacterianos frequentemente descritos em outros estudos s&o

Lactobacillus, em predominancia, seguido por Leuconostoc, Weissella e Pediococcus.
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Estes microrganismos podem atuar na primeira fase da fermentagcédo e sao
importantes para o crescimento em associacdo com os lactobacilos. O género
Pediococcus normalmente esta presente no fim do processo fermentativo, enquanto
Lactococcus, Enterococcus e Streptococcus raramente sao encontrados nesta
mesma fase (De Vuyst & Neysens, 2005; Siepmann et al., 2019).

As atividades metabdlicas mais expressivas das comunidades bacterianas
durante a fermentacdo sido a acidificacdo e a formagdo de aromas, e estdo
relacionadas ao metabolismo dos carboidratos (Van Kerrebroeck et al., 2017). O
catabolismo da maltose e o uso de frutose e outros agucares tém importante papel na
acidificagao, ja que aumentam a biodisponibilidade de nutrientes, uma vez que os
fitatos complexam nutrientes importantes (De Vuyst & Neysens, 2005).

No geral, as BAL produzem metabdlitos com efeito positivo na textura e
durabilidade dos paes, como acidos organicos, alcoois, aldeidos, diacetil, enzimas e
exopolissacarideos. A transformacgao de substratos em compostos aromaticos, como
aminoacidos livres ou peptideos, também auxiliam no aroma e sabor destes alimentos
(Torrieri et al., 2014). Di Cagno et al. (2014) observaram que o sourdough tem a
capacidade de formar acido acético, acetaldeido, etanol e outros compostos, sendo o
acido acético composto chave na producdao do sabor caracteristico dos paes
sourdough (De Vuyst & Neysens, 2005). Além disso, a partir da agdo bacteriana e da
acidificacdo da massa, € possivel obter diferentes compostos aromaticos,
aumentando assim a vida util do produto e melhorando as suas caracteristicas

sensoriais (Nascimento, 2017).

3.4.2 Comunidade fungica do sourdough

O sourdough é conhecido por hospedar uma diversidade significativa de
fungos filamentosos e leveduriformes, destacando os géneros Candida, Pichia,
Fusarium, Aspergillus, Penicillium, Torulaspora e Saccharomyces (De Vuyst &
Neysens, 2005). Estes microrganismos estdo relacionados principalmente com a
fermentacdo da massa e conferem sabor em paes de longa fermentacéo (De Vuyst et
al., 2014; De Vuyst et al., 2016). A espécie Saccharomyces cerevisiae possui elevado
potencial biotecnolégico na industria de alimentos e de bebidas e, normalmente, esta
associada a comunidade microbiana do sourdough. A sua presenca pode estar
relacionada ao uso de fermento biolégico no mesmo ambiente, indicando uma

transferéncia desse microrganismo do ambiente para o fermento natural (Vrancken et
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al., 2010; Daniel et al., 2011). Essa espécie atua na produgao de CO:2 através do
metabolismo da fermentacao alcodlica de agucares, permitindo o aumento do volume
dos paes, e atua também no processo de formagao do gluten e compostos aromaticos,
como alcoois, aldeidos, carbonilas e ésteres (Paramithiotis et al., 2000; Zhang et al.,
2018).

O sourdough também pode hospedar a espécie Wickerhamomyces
anomalus, que, juntamente com a S. cerevisiae, se mostra resistente a um meio mais
acido e a elevada pressédo osmotica no ambiente (Vrancken et al., 2010). A presenca
destes microrganismos em sourdough esta relacionada ao grau de hidratacdo da
massa, o cereal utilizado e a temperatura aplicada, além de outros fatores como a
quantidade de reposi¢des realizadas e o tempo de fermentagdo em cada etapa (De
Vuyst et al., 2014; De Vuyst et al., 2016). Temperaturas mais elevadas, que estejam
em torno de 35°C, afetam o crescimento das leveduras, sendo prejudiciais a estes
microrganismos devido ao pH acido neste ambiente, caracterizado pelo metabolismo
ativo intensificado das BAL em sua temperatura ideal de crescimento. No entanto,
temperaturas mais baixas, aplicadas durante a fermentacéao, favorecem o crescimento
das leveduras, elevando o teor de etanol e a saborizagado do produto (Ganzle et al.,
1998; De Vuyst et al., 2016).

A quantidade de oxigénio presente durante a fermentagdo também
influencia no crescimento das leveduras. Algumas espécies sdo capazes de se
desenvolver apenas na presenca de oxigénio, e por isso se tornam ativas em
fermentos menos consistentes e na superficie do sourdough (Vogelmann & Hertel,
2011). A reposicao diaria de matéria prima €& de extrema importancia para o
crescimento das leveduras, pois além de uma leve aeragao, a reposicéo de farinha e
agua a cada 24 a 48 horas garante um crescimento mais homogéneo quando
comparado as BAL, que se desenvolvem em um menor periodo de tempo (Vogelmann
& Hertel, 2011; De Vuyst et al., 2016).

Estudos sobre a microbiota de sourdough utilizando sequenciamento de
alto desempenho vem sendo desenvolvidos buscando caracterizar a diversidade
microbiana desses fermentos. No entanto, até o presente momento ndo existem
informagdes das diferengas microbiolégicas entre as farinhas integrais orgéanicas e
convencionais com a mesma abordagem do presente estudo, incluindo a analise
sensorial. O trabalho foi realizado visando caracterizar e comparar a microbiota

presente em sourdough preparado com farinhas de trigo integral convencional e
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organica. Além disso, buscou-se verificar como as diferengas na microbiota afetam as

caracteristicas fisicas e sensoriais de paes sourdough.

3.5 Funcionalidade da microbiota de sourdough

E de extrema importancia que se conhega os metabolismos dos
microrganismos presentes em sourdough bem como € interessante que se faga uso
disso a fim de aprimorar os produtos gerados a partir do processo fermentativo. O
metabolismo dos microrganismos presentes em sourdough e a atividade enzimatica
sdo interdependentes, ja que a acidificacdo do meio é capaz de modular a atividade
das enzimas presentes nos cereais € a solubilidade de substratos, com destaque para
as proteinas do gluten (Ganzle, 2014). Como fator de impacto direto, o tipo de farinha
€ capaz de influenciar na interagdo entre os microrganismos presentes na microbiota,
onde uma contribuigdo positiva dos metabdlitos das BAL em sourdough e no aroma
do péo pode ser observada (Gobbetti et al., 1994). Ja foi observado que no trigo a
diferenca de metabolismos encontrados foi dependente do conteudo de graos
integrais nas amostras avaliadas (Koistinen et al., 2018). E necessario reconhecer os
diferentes metabolismos dos diferentes microrganismos presentes no fermento a fim
de direcionar o produto final com as caracteristicas desejadas. Os principais
metabolismos de bactérias acido laticas e acéticas e de leveduras sao de carboidratos
e de aminoacidos (Liu et al., 2018).

O metabolismo de carboidratos é responsavel pela geracdo de fontes
abundantes de co-fatores reduzidos, sendo responsavel principalmente pela alteragao
de caracteristicas como textura, retencdo de 4agua, conservagao, sabor e a
durabilidade de panificados. A geragéo de agucares reduzidos durante o metabolismo
bacteriano gera uma gama diversa de aromas bem como acaba por produzir
oligossacarideos que servem como prébidticos a outros microrganismos. Um dos
maiores determinantes do miolo de panificados € o amido, pois sua degradagao
fornece carboidratos fermentaveis e agucares reduzidos pela acdo da enzima amilase.
Além disso, muitos microrganismos formadores de exopolissacarideos (EPS)
contribuem para o metabolismo de carboidratos, aumentando o volume dos péaes e
melhorando a textura dos mesmos (Ganzle, 2014). Metabolismo de amido, sucrose,
piruvato, ciclo de Krebs, via pentose fosfato e glicdlise ja foram observadas
anteriormente (Zhang et al., 2021). Esse metabolismo vem sendo descrito como o

mais importante quando se busca uma saudavel interacao entre bactérias e leveduras
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fermentadoras (Zhang et al., 2021).

O metabolismo de aminoacidos e proteinas atua com importante papel na
adaptacao de BAL ao ambiente acido devido a estabilizagcdo de pH dentro e fora das
células bacterianas (Wang et al., 2021). Além disso, € capaz de gerar compostos
bioativos que sao responsaveis pela formagéao do gluten e volume da massa, bem
como geragao de sabor e aroma em panificados (Katina et al., 2006; Ganzle, 2014).
Katina et al. (2006) destacam o aumento na protedlise devido a elevada atividade
enzimatica em farinhas integrais, o que leva ao aumento da concentragdo de
aminoacidos no sourdough e no pao. Esse aumento de aminoacidos na massa é de
extrema importancia, visto que BAL requerem aminoacidos livres para um
metabolismo celular e crescimento ativos (Zhang et al., 2021). Como boa parte dos
consumidores tolera apenas baixo nivel de acidez em produtos provenientes do trigo,
o processo de fermentacao deve ser controlado para que ndo haja acidez excessiva.
Com o uso de algumas espécies de BAL homofermentativas, o aumento de
intensidade de sabor em panificados pode ser atingido apdés um curto tempo de
fermentacao (Katina et al., 2006).

Culturas starter pré-definidas vem sendo utilizadas em sourdough para que
caracteristicas ja conhecidas sejam mantidas nos panificados, o que auxilia também
na estabilidade e facilidade do processo como um todo (Plessas, 2021). As BAL
utilizam os carboidratos como a principal fonte energética para o metabolismo celular,
0 que leva a formagao de acidos e aprimoramento aromatico, hidrolise proteica e
queda de pH. Esse mesmo grupo de bactérias, durante o metabolismo de proteinas,
pode eliminar alguns compostos alergénicos proteicos presentes nos alimentos,
sendo capazes de degradar albumina e gliadina, por exemplo (Wang et al., 2021). Por
este motivo, este trabalho traz a importancia da caracterizacédo do metabolismo dos

microrganismos com agao principal durante a fermentagao natural de paes.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Produgéao do sourdough
A producgao de sourdough tipo | foi baseada na metodologia de Menezes et
al. (2019) com modificagbes (Figura 2). Foram utilizadas farinha de trigo integral
convencional (PanFacil, Canoas, Brasil), nomeada como F2, farinha de trigo integral

organica (ecoBio, Coronel Bicaco, Brasil), nomeada como F4, e agua potavel
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(informacdes das farinhas fora apresentadas no Apéndice A). A primeira fermentagao
(FD1) foi realizada usando uma mistura [1:1] de agua e farinha, e mantida em estufa
a 25 °C durante 48 horas. Os préximos passos da fermentagao (FD2 — FD7) foram
realizados utilizando uma mistura [1:2:2] da massa previamente fermentada, agua e
farinha, respectivamente, onde a mistura foi mantida em estufa a 25°C. A segunda
fermentacao (FD2) foi mantida por 72 horas em estufa e as demais etapas (FD3 —
FD7) durante 24 horas. Em cada etapa de reposicado de farinha e agua as amostras
foram homogeneizadas e coletadas a fim de aferir pH e acidez total titulavel (TTA),

incluindo os tempos zero e final (216 horas).
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Massa fermentada final
para ser utilizada no
preparo dos paes

Figura 2. Esquema da producgao de sourdough. Fonte: a autora. FD: massa

fermentada.
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4.2 Preparo dos paes

A massa fermentada final (216 horas) foi utilizada para a produgao dos
paes, juntamente com os demais ingredientes (Tabela 1). Farinha branca premium
(PanFacil, Canoas, Brasil), fermento natural, agua, fermento biolégico seco
(Fleischmann, Pederneiras, Brasil) (quando utilizado) e agucar refinado (Unido, Brasil)
foram colocados em misturadora (Britdnia Multi Pane, Joinville, Brasil) e
homogeneizados por 3 minutos. Na sequéncia, a gordura vegetal (Coamo, Brasil) foi
adicionada e a massa foi misturada até sua completa absorgéo. O sal foi adicionado
e a massa continuou sendo misturada por mais 10 minutos sob velocidade rapida. A
massa foi dividida em porcdes de 180 gramas e, subsequentemente, foram passadas
pelo cilindro modelador, moldadas e colocadas em férmas, as quais foram mantidas
em camara fermentadora com umidade constante de 85% a 35°C (modelo AC20T,
Venancio). Paes sourdough acrescidos de fermento biolégico comercial foram
mantidos durante uma hora em camara fermentadora, enquanto paes sourdough
permaneceram durante 8 horas.

Apos os respectivos tempos de fermentagao, as massas foram assadas em
forno de conveccdo (FTT 150E, Industria e Comércio de Fogbes Tedesco Ltda.,
Caxias do Sul, Brasil) durante 13 minutos a 180°C. Apds assados, os paes foram
retirados das féormas e resfriados em grades metdlicas a temperatura ambiente
durante uma hora. Todas as analises foram realizadas em triplicata. Como controle,
foram preparados péaes utilizando apenas o fermento biolégico comercial na sua

formulagao, com periodo de fermentacdo de uma hora.
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Tabela 1. Formulacao dos paes avaliados.

Ingredientes Pao controle Pao FN* Pao FN / FB**

Quantidades (%)***

Farinha de trigo 100.0 60.0 60.0
Fermento natural 0 40.0 40.0
Agua 60.0 24.0 24.0
Fermento biolégico seco 2.0 0 2.0
Acucar refinado 3.0 3.0 3.0
Gordura vegetal 2.0 2.0 2.0
Sal 2.0 2.0 2.0

*EN: fermento natural; **FB: fermento biolégico comercial; ***Em percentual sobre o total de farinha de
trigo.

4.2.1 Avaliagao de volume e baking loss dos paes sourdough
O volume especifico dos paes (cm?® / g) foi determinado pela técnica de
deslocamento de sementes de painco e calculado pela taxa entre o volume e o peso
de cada pao (Silva et al., 1998). O baking loss (P) foi calculada pela equagao: P% =
[(Paa — Pda) / (Pda)] x 100, sendo Paa 0 peso da massa antes do assamento e Pda 0 peso
depois do assamento e resfriamento a temperatura ambiente (Demirkesen et al.,
2013).

4.2.2 Colorimetria dos paes sourdough
A analise de cor das crostas e miolos dos paes foi realizada com a utilizacao
da escala de cor de Minolta através do colorimetro CR-400 (Konica Minolta). Foram
avaliados os parametros L*, a*, b* e AE. O valor de AE foi indicado conforme equacéo:
AE=[(L*c— L*a)+(a*c — a*a)+(b*c — b*a)]"?, onde “a” é valor obtido na analise da amostra

e “c” é o valor obtido pela analise do controle. O valor de AE indica a diferenca entre

os parametros de cor das amostras e do controle (Delgado-Nieblas et al., 2012).
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4.2.3 Propriedades alveolares dos paes sourdough
A analise das propriedades alveolares dos paes foi realizada utilizando
fotos de fatias de paes de mesmo tamanho pelo software Imaged, versao 1.52a
(Wayne Rasband National Institutes of Health, USA, public domain). A porcentagem
de alvéolos maiores que 5 mm?, a densidade de células de gas (células de gas / cm?)
e a porcentagem de porosidade nas fatias (area de células de gas / area do pao) foram

avaliadas conforme Machado & Thys (2019).

4.2.4 Perfil de textura dos paes sourdough

A analise de textura para crosta e miolo dos paes foi realizada em triplicata
para cada formulagdo utilizando texturébmetro (modelo TA.XT Plus, Stable Micro
Systems) com o software Exponent Lite. A dureza da crosta, bem como os parametros
de dureza, coesividade, elasticidade, gomosidade, mastigabilidade e resiliéncia do
miolo foram determinados de acordo com as recomendacgdes do fabricante (Texture
Technologies - TTC, 2019). O teste de crosta foi realizado utilizando o probe P/2 mm,
com ceélula de carga de 50 kg, com velocidades pré-teste 1 mm/s, teste 1 mm/s e pos
teste 10 mm/s, a uma distancia de 9.500 mm. O teste aplicado no miolo teve o probe
P/36, com célula de carga de 50 kg, com velocidades pré-teste 2 mm/s, teste 1,7mm/s

e pos teste 2 mm/s, com percentual de compressao de 40%.

4.2.5 Avaliacao sensorial dos paes sourdough

A analise sensorial dos paes que utilizaram fermento natural foi realizada
com 59 painelistas nao treinados escolhidos aleatoriamente, de acordo com EN ISO
8589 (ISO, 2007). Uma escala hedbdnica de 7 pontos foi aplicada no teste de aceitagéo
dos paes com fermento natural, onde em um extremo a qualificacdo era “desgostei
muito”, no centro era “nem gostei, nem desgostei” e no outro extremo “gostei muito”,
de acordo com a NBR 12994 (ABNT, 1993). Os painelistas avaliaram os atributos de
cor, aroma, sabor, textura e impresséo global de cada amostra de p&o. A intencéo de
compra foi realizada conforme escala de 5 pontos, com o numero 1 significando que
“certamente ndo compraria”, 0 numero 3 significando “talvez comprasse, talvez néo
comprasse”, € o numero 5 significando “certamente compraria”. Também foi avaliado
se o julgador ja conhecia paes de fermentagao natural. A ficha aplicada na analise
sensorial esta no apéndice B. A analise foi aceita pelo Comité de Etica da UFRGS sob
numero CAAE 50441621.4.0000.5347.
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4.3 Avaliagao da acidez do sourdough e dos paes
O fermento natural foi coletado em cada estagio de propagacao (0, 48, 120,
144, 168, 192 e 216 horas) e analisado quanto ao pH e acidez total titulavel (TTA). O
mesmo procedimento foi realizado em ftriplicata para os pé&es produzidos. A
metodologia do TTA foi empregada de acordo com IAL (2005) e o valor de TTA foi

expresso pela quantidade de mL de NaOH 0.1 mol / L necessaria para atingir pH 8.5.

4.4 Diversidade microbiana em sourdough
4.4.1 Extracao do DNA total e PCR

Amostras de duas gramas cada, em triplicata, foram coletadas das farinhas
de trigo integral convencional e orgéanica puras, bem como das amostras de massa
fermentada homogeneizadas nas etapas 1 (0 horas), 3 (120 horas), 5 (168 horas) e 7
(216 horas), e foram submetidas a extragdo de DNA total utilizando o kit E.Z.N.A. (Bio-
Tek), conforme recomendagdes do fabricante. A quantificagdo do DNA extraido foi
realizada por fluorimetria utilizando Qubit® 3.0 (ThermoFischer Scientific).

A investigagdo da comunidade bacteriana foi realizada utilizando
oligonucleotideos para a regidao V4 do gene 76S rRNA (F515 e R806) (Caporaso et
al., 2011), enquanto para a comunidade fungica foram utilizados oligonucleotideos
direcionados para a regido do espacgador transcrito interno do gene DNAr (internal
transcribed spacer - ITS) (ITS1 e ITS2) (White et al., 1990; Gardes & Bruns, 1993).
Todos os oligonucleotideos foram sintetizados acrescidos da sequéncia de
adaptadores da plataforma lllumina (Endres et al., 2021).

As reagdes de amplificagdo da regidao V4 do gene 76S rRNA foram
conduzidas em um volume total de 50 uL, contendo 1x tampao da enzima, 0,2 mM
dNTPs, 0,2 uM de cada oligonucleotideo iniciador, 2U da enzima Platinum Tag DNA
Polymerase (INVITROGEN, California, USA), 1,5 mM MgCl2, aproximadamente 10 ng
de DNA gendmico e agua para completar o volume total. Para ITS, as rea¢des foram
conduzidas em um volume total de 50 uL, contendo 1x tampao da enzima, 0,2 mM
dNTPs, 0,16 uM de cada oligonucleotideo iniciador, 2U da enzima Platinum Taqg DNA
Polymerase (INVITROGEN, California, USA), 2,5 mM MgCl2, aproximadamente 10 ng
de DNA gendémico e agua para completar o volume total.

As condi¢des de amplificacdo do gene 16S rRNA foram compostas por uma
etapa de desnaturagédo inicial (94°C durante 3 minutos), seguida por 30 ciclos de 3

etapas cada (94°C durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos e 72°C durante
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30 segundos) e extensao final (72°C durante 5 minutos). Para a amplificagao do gene
ITS as condicdes utilizadas foram compostas por uma etapa de desnaturacao inicial
(95°C durante 5 minutos), seguida por 35 ciclos de 3 etapas cada (95°C durante 45
segundos, 56°C durante 45 segundos e 72°C durante 1 minuto) e extens&o final (72°C
durante 10 minutos). As reagdes foram conduzidas no termociclador BioRad (BioRad,
Hemel Hempstead, Reino Unido) para as amplificagbes. Os produtos obtidos das
amplificagdes (5 yL) foram verificados por eletroforese em gel de agarose a 1,0 % e
revelados com Brometo de Etidio (10 mg/mL) sob luz ultravioleta.

4.4.2 Preparo das bibliotecas

Apos verificacdo das amplificagdes, os produtos amplificados foram
purificados utilizando Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, Indianapolis, IN), de
acordo com o protocolo do fabricante. Os indices foram adicionados aos produtos
purificados e as bibliotecas foram preparadas seguindo as instru¢des do fabricante
(Hlumina Inc., San Diego, California, USA). O sequenciamento foi conduzido na
plataforma Illumina MiSeq utilizando o MiSeq Reagent Kit v2 (500 cycles; lllumina Inc.,
San Diego, California, USA).

4.4.3 Deposito das sequéncias
As sequéncias obtidas foram depositadas no banco de dados NCBI sob o
numero de acesso PRJNA632575, identificadas como “Sourdough microbiome:
bacterial and fungal diversity using 16S rRNA and ITS genes by Illlumina
MiSeq plataform’”.

4.4.4 Analise dos dados do sequenciamento

Os dados gerados pelo sequenciamento foram avaliados quanto a sua
qualidade com FastQC (Andrews, 2018). As reads obtidas foram analisadas utilizando
o pipeline FROGS (Find Rapidly OTUs with Galaxy Solution) (Escudié et al., 2018)
para verificagdo das Unidades TaxonO6micas Operacionais (OTUs). As sequéncias
foram filtradas por tamanho (340-500pb para 16S rRNA; 150-500 pb para ITS) e entdo
agrupadas em OTUs utilizando o SWARM (Mahé et al., 2015) com o paréametro de
distancia “d = 3”. As quimeras foram removidas pelo VSEARCH (Rognes et al., 2016)
e as OTUs foram retidas com pelo menos 0,1% das leituras em todo o conjunto de

dados. Estes passos resultaram em 98 e 56 OTUs para bactérias e fungos,
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respectivamente, as quais foram avaliadas com o banco de dados de SILVA 132 SSU
para bactérias (Quast et al., 2013) e UNITE 8.2 (UNITE, 2021) para os fungos.

A predicdo metabdlica da comunidade bacteriana do sourdough foi inferida
utilizando o PICRUSt2 (v2.3.0) (Douglas et al., 2020) e as sequéncias foram
executadas utilizando o script “picrust2_pipeline.py”. Esse script executa cada uma
das quatro etapas principais: insercdo da sequéncia, predicdo de genomas ocultos,
predicdo de metagenoma e predi¢gdes em nivel de vias metabdlicas. As fungdes foram
classificadas utilizando a tabela de mapeamento do banco de dados de KEGG
(Kanehisa et al., 2017).

4.5 Analise estatistica

As analises estatisticas para os testes de pH, TTA e qualidade tecnologica
e sensorial dos paes foram realizadas a partir do teste exato de Fischer e qui-
quadrado, onde p < 0,05 foi considerado fator de diferenga significativa entre as
amostras avaliadas. Para explorar a diversidade microbiana dos dados
metagendémicos, foi utilizado o pacote “phyloseq” (v1.30.0) do soffware R Studio
(v.3.6.1) (McMurdie & Holmes, 2013). A abundancia relativa das espécies presentes
nas amostras foi plotada com auxilio da fungao “plot_composition”. Um agrupamento
hierarquico baseado na distancia de Jaccard foi plotado com o método ward.D2 e
visualizado com a fungao “hclust”. A riqueza das espécies encontradas foi estimada
com “plot_richness” e plotada com fungdo boxplot utilizando os indices
“Chao1”, “se.chao1”, “Simpson” e “InvSimpson”. Os valores numéricos foram
estimados com “estimate richness”. Um heatmap contendo as abundancias das
OTUs foi plotado utilizando a funcdo plot_heatmap do ggplot2 package v3.3.0
(Wickham, 2010).



27

5. ARTIGOS

5.1 Capitulo publicado: Uso de levedura comercial como alternativa para

reducao do tempo de preparo de paes de fermentagao natural

O capitulo intitulado como “Capitulo 9: Uso de levedura comercial como
alternativa para reducdo do tempo de preparo de paes de fermentagcdo natural”, de
autoria de Leticia da Fontoura Xavier Costa, Matheus Cardoso Vieira, Raquel Pischke
Garske, Roberta Cruz Silveira Thys, Michele Bertoni Mann e Ana Paula Guedes
Frazzon, foi publicado no livro digital Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, 13° volume,
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USO DE LEVEDURA COMERCIAL COMO ALTERNATIVA PARA REDUGCAO DO
TEMPO DE PREPARO DE PAES DE FERMENTAGCAO NATURAL

Leticia da Fontoura Xavier Costa, Matheus Cardoso Vieira, Raquel Pischke Garske,

Roberta Cruz Silveira Thys, Michele Bertoni Mann, Ana Paula Guedes Frazzon.

RESUMO

A busca por habitos saudaveis faz com que o mercado seja abastecido com alimentos
alternativos, e a fermentagao natural vem se destacando neste nicho alimenticio. Este
processo demanda tempo e pode interferir no comércio destes alimentos. Devido a
poucos estudos na literatura, o objetivo deste trabalho foi a verificagao da adi¢ao de
levedura comercial conjuntamente ao fermento natural em paes com a intengao de
reduzir o tempo de fermentagao, sem alteracdo das caracteristicas finais do produto.
O pH, acidez total titulavel, volume especifico, textura e intengdo de compra foram
avaliados. A insercao de levedura comercial fez com que os paes dobrassem de

volume em sete horas a menos de fermentacao, e reduziu a acidez e dureza dos
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paes, afetando positivamente a intencdo de compra. A inser¢ao de levedura
comercial em paes sourdough é uma alternativa satisfatoria, pois mantém certa
acidez caracteristica de paes sourdough e diminui o tempo de preparo, viabilizando

a comercializagcao deste alimento.

PALAVRAS-CHAVE: fermentacao natural; sourdough; levedura; acidos; dureza.

1. INTRODUGAO
Um aumento na demanda de produtos mais saudaveis e saborosos fez com
que o nicho de alimentos considerados naturais se ampliasse (Gobbetti et al., 2014;
Abedfar e Sodeghi, 2019). Alimentos de fermentagcdo espontdnea tém ganhado
destaque, pois sao considerados naturais e saudaveis, responsaveis por conterem
compostos desejaveis para a saude (Giraffa, 2004). O sourdough, também conhecido
como levain ou massa madre, € um fermento natural resultante da mistura de agua e
farinha, fermentado principalmente por bactérias acido laticas (BAL)
heterofermentativas e leveduras. O nome sourdough € originado da palavra sour, que
significa azedo. Essa caracteristica acida se deve a agao das BAL, que produzem
acidos organicos durante o processo fermentativo (De Vuyst e Neysens, 2005;
Gobbetti et al., 2014), deixando o produto final com acidez elevada e maior dureza.
Este processo de fermentacao esponténea apresenta vantagens na qualidade
nutricional e sensorial, bem como maior durabilidade devido a formagao de acido latico
durante o processo fermentativo, o que evita o crescimento de fungos deteriorantes.
Porém, o longo tempo de preparo do fermento natural, assim como do processo de
fermentacdo do pao elaborado exclusivamente a partir deste fermento, fazem com
que um seleto grupo de comerciantes do ramo da panificagao utilizem esta técnica no
mercado atual (De Vuyst e Neysens, 2005). Devido a poucos estudos na literatura
relacionados a este assunto, o objetivo deste trabalho foi a verificagdo da viabilidade
da adicdo de levedura comercial Saccharomyces cerevisiae, conjuntamente ao
fermento natural, em paes, com intuito de reducdo do tempo de fermentagdo, sem
alteracao das principais caracteristicas do produto. Para tanto, os paes com e sem a
adicdo da levedura comercial foram comparados em relagao a acidez, textura, volume

especifico e analise sensorial.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Fermento natural

A produgédo de sourdough foi realizada utilizando farinha de trigo integral
organica conforme metodologia de Menezes et al. (2019), com modificagdes. Uma
mistura inicial [1:1] de agua e farinha foi mantida em estufa a 25 °C durante 48 horas.
Os passos seguintes (2 a 7) foram preparados utilizando uma mistura [1:2:2] da massa
fermentada da etapa anterior, agua e farinha, respectivamente, e a mistura foi mantida
em estufa a 25 °C. A segunda fermentagdo ocorreu em estufa durante 72 horas e as
demais (3 a 7), durante 24 horas. Apds a sétima etapa de fermentacao, o sourdough
foi mantido em geladeira a 5 °C até sua utilizagdo. Para elaboragao dos paes, a massa
fermentada da sétima etapa (MF7) foi reativada na mesma condigdo da etapa 7 e

utilizada imediatamente na formulacédo do pao.

2.2 Preparo do pao

A formulagdo do p&o consistiu em farinha de trigo adicionada da massa
fermentada MF7 (60% farinha de trigo tradicional e 40% MF7), sendo os demais
ingredientes calculados em percentual sobre o peso desta mistura. Assim, o restante
da formulacéo foi: 24% de agua, 2% de levedura comercial (quando utilizada), 3% de
acucar e 2% de gordura vegetal. Os ingredientes foram colocados em batedeira
planetaria e homogeneizados. Uma quantidade de 2% de sal foi adicionada e a massa
foi misturada por mais 2 minutos, em velocidade rapida. A massa foi dividida em
porcoes de 180 g, cilindrada, modelada manualmente, colocada em férmas e mantida
em camara fermentadora durante uma hora (paes com fermento natural e levedura
comercial) ou durante 8 horas (pades apenas com fermento natural), em umidade e
temperaturas constantes de 85% a 35 °C. Apds a fermentacédo, as massas foram
assadas em forno de conveccao durante 13 minutos a 180 °C. Os paes assados foram
resfriados durante uma hora em temperatura ambiente antes das analises serem

realizadas. Todas as analises foram avaliadas em triplicata.

2.3 Analise das propriedades dos paes

Os paes foram analisados quanto ao pH, a acidez total titulavel (total titratable
acidity - TTA), ao volume especifico e a dureza do miolo. A analise de TTA foi realizada
de acordo com IAL (2005). O volume foi determinado pela técnica de deslocamento

de sementes de paingo, sendo o volume especifico (cm?/ g) calculado pela taxa entre
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o volume e o peso de cada pao (Silva et al., 1998). A anélise da dureza foi realizada
pelo uso de texturébmetro (modelo TA.XT Plus, Stable Micro Systems) com o software
Exponent Lite, onde foi determinada conforme TTC (2019), utilizando probe P/36, com
célula de carga de 50 kg, com velocidades pré-teste 2 mm / s, teste 1,7 mm /s e pos
teste 2 mm /s, com percentual de compressao de 40%. A analise estatistica do teste

de Fischer (p < 0,05) foi aplicada nos resultados obtidos.

2.4 Analise sensorial

A analise sensorial foi realizada com 59 painelistas ndo treinados escolhidos
aleatoriamente, de acordo com EN ISO 8589 (ISO, 2007). A intengao de compra foi
avaliada conforme escala de 5 pontos, com o numero 1 significando que “certamente
nao compraria”, o numero 3 significando “talvez comprasse, talvez ndo comprasse”, e
o numero 5 significando “certamente compraria”. Também foi avaliado se o julgador

ja conhecia pao de fermentagao natural.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizagao do pH, TTA, textura e volume especifico

O pH dos paes contendo somente fermento natural foi menor (Tabela 1), e
pode-se inferir que este valor seja resultante da producéo de acido pelas BAL, uma
vez que um maior tempo de fermentagdo leva a um maior crescimento destas
bactérias e, consequentemente, a uma maior produgao de acidos (Sanz-Penella et al.,
2012; Ripari et al., 2016). A adigao de fermento biolégico comercial garante o aumento
da quantidade de levedura dentro da massa, reduzindo o tempo de fermentacéo e,
consequentemente, reduzindo a acidez do produto (Rocha e Malcata, 2012; Sanz-
Penella et al., 2012; De Vuyst et al., 2016). O metabolismo das BAL produz elevada
quantidade de acidos organicos, reduzindo o pH e consequentemente elevando o
valor de TTA necessario para alcancar um pH de 8.5, e essa informagcao esta de
acordo com o que foi observado nos resultados deste estudo (Ripari et al., 2016;
Bender et al., 2018).
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Tabela 1. Valores de pH, TTA*, dureza e volume obtidos pela analise dos paes

sourdough
TTA* Volume especifico
Amostras de pao pH Dureza (g)
(Meg/kg) (cm?/g)
Sourdough 4,60+ 0,052 6,45+0,16% 1943,57 + 85,532 2,63 £ 0,032
Sourdough + S.
5,21+0,01°® 5,55+0,34> 747,70 + 44,08° 2,90 £ 0,142

cerevisiae

*TTA: acidez total titulavel. Fonte: a autora.

Nao houve diferenga significativa entre o volume de ambas as amostras, o
que pode ser explicado pela diferenga no tempo de fermentagéo, pois o pdo de longa
fermentacdo necessita de um tempo mais elevado para atingir o mesmo volume que
0 pao que utilizou a levedura comercial (De Vuyst e Neysens, 2005; Aplevicz et al.,
2013).

O péo sourdough tradicional de longa fermentagao apresenta maior dureza, e
estes valores estdo relacionados a acidez de cada massa fermentada (Sanz-Penella
etal., 2012; Yildirim e Arici, 2019). De acordo com Siepmann et al. (2019), um aumento
da acidez resulta em modificagdes das estruturas do gluten e amido, onde uma massa
mais elastica pode se formar e uma maior dureza pode ser resultante. O rompimento
da estrutura do gluten ocorre devido a atividade proteolitica ativada em baixo pH, e
alguns estudos ja observaram uma reducgao significativa nos teores de gluten quando
bactérias do género Lactobacillus e proteases isoladas de fungos foram adicionadas
em amostras de paes sourdough (Arendt et al., 2007; Rizzello et al., 2007; De Angelis
et al., 2010).

3.2 Andlise sensorial

Entre os painelistas participantes da avaliagdo sensorial, apenas 25,4% ja
haviam consumido paes de fermentagao natural, enquanto 71,2% nao conheciam esta
linha de produto. Uma pequena parte dos julgadores (3,4%) ndo respondeu a essa
questdo. De acordo com a Figura 1, pelo fato de a maior parte dos julgadores nao
conhecer o produto, é provavel que este tenha sido o motivo da baixa intencédo de

compra do p&o sourdough sem adigdo de levedura comercial, ja que uma elevada
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acidez e uma maior dureza sao caracteristicas predominantes neste pao. Muitas
vezes a dureza é relacionada com alimentos mais velhos, e, mesmo néo sendo este
0 caso, essa caracteristica pode nao ser muito bem aceita pelos consumidores que
ndo conhecem este tipo de produto (Abedfar e Sadeghi, 2019).

Além disso, os resultados demonstram (dados n&do apresentados) que tanto
quem ja havia experimentado quanto quem nao conhecia este tipo de produto preferiu
o pao sourdough com adigéo da levedura comercial. Este dado indica que o aumento
do pH e a redugao da dureza observados para a amostra com levedura comercial ndo
descaracterizaram o produto e, sendo assim, é possivel reduzir o tempo de produgao
destes paes sem afetar a intencdo de compra do consumidor. No entanto, um estudo
adicional, direcionado ao publico consumidor de paes de fermentacao natural, é fator
primordial para um melhor entendimento da aceitabilidade do produto elaborado.

Figura 1. Intengcdo de compra de paes sourdough sem e com o fermento biolégico

comercial de acordo com o total de painelistas.

56,10%
26,30% 33-10"‘;1 - 24,60%
17,50% i 15,80%
7% . . 3,50%
[ —
Pdo sourdough Pdo sourdough com adig¢do de fermento

bioloégico comercial
m Certamente compraria m Possivelmente compraria

Talvez compraria @ Possivelmente ndo compraria
® Certamente ndo compraria

Fonte: a autora.

4. CONCLUSAO

Foi possivel observar elevada aceitacdo sensorial dos paes sourdough
contendo levedura comercial mesmo no publico que ja conhecia as caracteristicas do
produto. Com o0 mesmo volume e menor acidez e dureza que o pao sourdough, uma
diminui¢ao de sete horas de fermentacao destes paes pode ser aplicada na produgao
de panificados, 0 que leva a uma diminuicdo do custo relacionado ao tempo de
preparo. Como o painel realizado era, na sua maioria, composto por pessoas que nao

conheciam o pao de fermentagdo natural, uma avaliagdo adicional, direcionada
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apenas ao publico consumidor de pao de fermentagao natural, deve ser realizada.
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6. DISCUSSAO GERAL

O trigo esta presente no cenario mundial e é utilizado para producéo de
diferentes alimentos panificados, os quais sao diariamente consumidos por grande
parte dos brasileiros. No pais, boa parte deste cereal € importada. Com resgate
cultural de alimentos mais naturais e contendo menos aditivos, o processo de
fermentacdo vem se tornando mais corriqueiro dentre a comunidade. O sourdough,
apesar de ser uma técnica muito antiga no preparo de paes, tem se tornado presente
uma vez que existe uma busca dos individuos pelo preparo dos seus proprios
alimentos (Borém & Scheeren, 2015; Siepmann et al., 2019).

Responsavel por gerarem sabores aprimorados nos alimentos
fermentados, os microrganismos que compdem a microbiota deste fermento natural
sao capazes de proporcionar experiéncias sensoriais unicas, com acidez acentuada
e textura diferenciada, com notas aromaticas muito marcantes. O longo tempo de
preparo do sourdough e dos paes faz com que aumente a demanda de compra e
venda destes produtos em padarias artesanais, uma vez que muitos consumidores
nao possuem tempo disponivel para suprir a demanda do processo de fermentacao
espontanea. Padarias, apesar de estarem constantemente preparando os mesmos
produtos para comercializagao, ndo tém uma padronizacgao efetiva, ja que o fermento
pode ser alterado de acordo com a farinha utilizada, bem como os p&es podem ter
diferentes resultados sensoriais de acordo com as condi¢des do processo aplicado,
como tempo de fermentacao, umidade e temperatura. Por esse motivo existe a busca
de uma maior padronizagao dos produtos sourdough pensando em uma produgao em
larga escala (Pétel et al., 2017; Rinaldi et al., 2017).

Durante a revisdo bibliografica, foi observado que a maior parte das
pesquisas publicadas sao de instituigdes italianas, uma vez que este tipo de técnica
tem forte presenca nos paises europeus. Com abordagens distintas, os trabalhos
analisados durante a produg¢do da tese demonstraram uma lacuna de pesquisa, onde
percebemos a falta de publicagdes aqui no pais, provavelmente devido a baixa
aceitagdo dos consumidores por estes produtos de longa fermentagéo. Indo além,
poucas publicagbes buscam relacionar a microbiota do fermento natural com as
caracteristicas obtidas em péaes de fermentacao natural, da mesma forma que néo foi
observada comparagdo sensorial de fermentagdes longa e curta utilizando o

sourdough.
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A partir destes achados durante o desenvolvimento da tese, as lacunas de
estudo foram separadas em tépicos, os quais foram transformados em publicagoes,
correlacionando os resultados obtidos neste estudo. No primeiro artigo foi abordada a
caracterizagcao e evolugdo da microbiota de dois sourdoughs produzidos de duas
diferentes farinhas de trigo integral: convencional e organica. Foi avaliada a microbiota
das farinhas puras bem como diferentes tempos selecionados dentre o processo
fermentativo, que totalizou 216 horas. Os resultados foram muito interessantes e
realmente foram condizentes com a literatura, onde foi observada a evolugao da
microbiota bacteriana e fungica em relagdo a diminuicdo de microrganismos
indesejaveis e aumento de microrganismos benéficos. Essa selegdao se deve
principalmente a acidificacdo do meio, uma vez que bactérias acido laticas e acido
acéticas tiveram papel principal na produgao de acidos organicos.

Além disso, foi observado que a farinha é a matéria prima responsavel pela
caracterizagao do fermento, como ja descrito na literatura (Reese at al., 2020), uma
vez que as analises das farinhas puras e dos sourdough no tempo zero mantiveram
as caracterizagbes muito semelhantes. As bactérias acido laticas foram as mais
abundantes, predominando os lactobacilos e o género Pediococcus, bem como
leveduras fermentadoras. Apesar da hipotese inicial ser a observacdo de uma
diferenca entre as farinhas convencional e organica, ndo foi observada diferenca
significativa nas microbiotas de ambos os fermentos preparados.

No segundo artigo trouxemos uma abordagem inédita que visou
correlacionar a predicdo do metabolismo das bactérias presentes nos sourdough
utilizados no preparo dos pdes com as caracteristicas obtidas no produto final.
Também foi averiguada a adigdo de fermento biologico seco comercial aos paes, bem
como aplicagdo de um periodo menor da fermentacdo da massa. Os resultados
demonstraram uma maior acidez e menor volume especifico para os paes contendo
sourdough na formulagéo, o que comprovou a influéncia da microbiota nas condi¢des
fisico-quimicas dos paes. Parametros como cor e dureza foram modificados em
relagdo ao pao controle principalmente nos paes de fermentagao longa, uma vez que
as caracteristicas da massa do pao foram alteradas de forma a aumentar a dureza e
diminuir a luminosidade do miolo. Em relagcdo ao aumento da dureza, foi possivel
observar que a adicdo do sourdough na massa do pao, independente do tempo de
fermentacao, foi capaz de gerar diferenga entre os produtos obtidos.

A dureza resultante nos paes de longa fermentagdo foi maior que nas
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demais amostras. Esse parametro, junto da elevada acidez proveniente do longo
tempo de fermentacao, fez com que esses paes obtivessem os menores escores nas
analises sensoriais. Os paes de curta fermentacdo obtiveram as maiores
porcentagens relacionadas a aceitagdo do produto, indicando que o fator tempo de
fermentacao é determinante para as caracteristicas do panificado. Um menor periodo
de fermentacao da massa dos paes foi melhor aceito pelos painelistas, indicando uma
possivel simplificagdo e encurtamento do processo, o que garante um menor tempo
de preparo destes panificados e maior chances de aplicagdo desta metodologia em
grande escala visando a producdo industrial. Apesar da microbiota e da predi¢ao
metabdlica ndo possuirem diferenga estatistica entre os sourdough preparados com
farinhas orgénica ou convencional, o pao de curta fermentagdo produzido com
sourdough de farinha organica obteve os melhores resultados de aprovagao dentre os
painelistas.

As caracteristicas obtidas nas analises dos paes correspondem a predigcao
metabdlica analisada. Os metabolismos de carboidratos e aminoacidos foram os mais
prevalentes, indicando que houve elevada degradagdo proteica e consequente
producdo de aminoacidos livres, o0 que provavelmente interferiu nos parametros
avaliados nos paes. Esses metabolismos provavelmente foram os principais
responsaveis pela formacdo de aroma, cor e sabor caracteristico deste tipo de
produto, bem como aumento de acidez e alteragao da textura dos paes.

As demais publicacdes da tese foram divididas em capitulo publicado, o qual
foi um compilado de dados voltados a area de ciéncia e tecnologia de alimentos; e
dados de analises do pao sourdough em relagao a caracteristicas tecnolégicas, onde
os resultados serdo ajustados e publicados futuramente como short communication.
Estas analises sdo de extrema importancia quando se busca padronizacdo na
fabricacdo de alimentos que usam fermento natural na composi¢ao, uma vez que é
de interesse industrial a producdo de panificados com sabores estabelecidos e
constantes. Além disso, os estudos de cepas individuais, tanto de predicao metabdlica
quanto de aplicagdo em paes, sdo interessantes, uma vez que € possivel fazer a
aplicagao de cepas especificas como starter para obtencdo de caracteristicas
especificas em produtos formulados.

Por fim, analisando e interligando os resultados obtidos nesta tese,
compreende-se a importancia do estudo da microbiota para aplicacdo na area de

alimentos a fim de melhorar e garantir resultados desejados em péaes sourdough. A
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caracterizagao obtida na microbiota e na predicao metabdlica servem como base para
as industrias alimenticias incrementarem sua producao e utilizarem estes dados como
passo inicial na implementacdo de processos biotecnoldgicos padronizados para a
producao de fermento natural com uso de culturas starter, que direcionem os sabores
e caracteristicas desejadas no produto final. Mais estudos devem ser realizados para
que seja possivel complementar os resultados obtidos neste trabalho, sendo esta tese

fonte de ideias para pesquisas futuras.
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7. CONCLUSAO

Foi possivel caracterizar a composigao e a diversidade bacteriana e fungica
da microbiota que compde as amostras de sourdough preparadas a partir das farinhas
de trigo integral convencional e organica, as quais ndao se diferenciaram
estatisticamente. No entanto, resultados diferentes foram obtidos para alguns
parédmetros, indicando metabolismos diferenciados dentre os microrganismos
presentes. A microbiota presente nos fermentos produzidos foi capaz de inibir o
crescimento de microrganismos, algum deles indesejados, conforme foi avangando o
processo fermentativo do fermento, o que ocorreu devido ao aumento de acidez e
estresse do meio. A microbiota de sourdough foi capaz de influenciar diretamente os
paes formulados e produzidos nesta tese, e o tempo de fermentacdo da massa do pao
demonstrou ter papel chave nas caracteristicas sensoriais finais dos paes. Este
trabalho demonstra a relevancia dos microrganismos durante o processo fermentativo,

sendo fonte de ideias para estudos futuros.
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9. APENDICES

9.1 Apéndice A: Tabela de especificagbes das farinhas utilizadas neste
trabalho.

Farinha de trigo
integral

Farinha de trigo

Farinha de trigo .
convencional

integral organica*

convencional® branca*
Valor energético 160 kcal 170 kcal 170 kcal
Carboidrato 35¢g 36 g 36 g
Proteina 564 749 59
Gordura total 0.69 g 09g 0.7g
Gordura 0
saturada Og Og )
Gordura trans 0g 0g 0g
Colesterol NI Og NI
Fibra alimentar 5.6 g 6.1g 1649
Célcio NI 17 mg NI
Ferro 2-45mg** 2 mg 2.1 mg
Magnésio NI 70 mg NI
Fosforo NI 173 mg NI
Sadio 0mg 0 mg 0 mg
Vitamina B1 NI 0.2 mg NI
Vitamina B2 NI 0.1 mg NI
Vitamina B3 NI 3 mg NI
Vitamina B5 NI 0.5 mg NI
Vitamina B6 NI 0.17 NI
Acido félico 70 — 110 pg** NA 75 ug

NA: ndo se aplica; NI: ndo informado; * Valores para 50 g de farinha; ** De acordo com Resolugéo Brasileira RDC N°

150 ANVISA (2017).




9.2 Apéndice B: Ficha fornecida aos painelistas na analise sensorial
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10. ANEXOS

10.1 Anexo 1: Ficha técnica da farinha integral convencional.

§
)

- 001837-6T-18547
ASSISTENCIA TECNICA E EXTENSAO RURAL RS

EMATER/RS - ASCAR - ]
CNPJ - 89.161.475/0001-73 l—1 v ————]
CREDENCIADA PELO MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO PARA EXECUTAR A Cllente

CLASSIFICACAO DE PRODUTOS VEGETAIS. REGISTRADA NO CGCMAPA SOB O N* RS001837-6,

N° do Certificado
= ASSOCIAGAO RIOGRANDENSE DE EMPREENDIMENTOS DE
S EMATER/RS TT ¢ L
ASCAR

Classificado e Certificagio

CERTIFICADO DE CLASSIFICAGAO

DE ACORDO COM O QUE ESTABELECE A LEI N’ 9.972. DE 25 DE MAIO DE 2000, E COM O DECRETO N' 6.268, DE 22 DE NOVEMBRO DE 2007
CERTIFICAMOS QUE A AMOSTRA EM NOSSO PODER APRESENTOU 0S RESULTADOS DA GLASSIFICAGAO CONSTANTES NESTE CERTIFICADO

NOME OU RAZAO SOCIAL CNPJICPF

Moinho Estrela Ltda - Canoas || 89.776.991/0001-02

ENDERECOMUNICIPIO/UF TIPO DE SERVIGO
Rua Berto Cirio, 1600, S&0 Luiz, Canoas - RS ”— Alimenta¢do Humana
PRODUTO N° DA AMOSTRA SAFRA
[ Farinha de Trigo [ Panfaci integral || 341011495-001511-19 |[ 20192019 |
PROCEDENCIA LOTE N* N° VOLUMES PESO LIQUIDO (KG)
Canoas-RS I[ a1 [ 2077000 |[ 20.77000 |
NOTA FISCAL / FATURA N PLACAS N° SIGVIG
L/ersas “— "_ l
LOCAL DE ARMAZENAGEM EMBALAGEM
Moinho Estrela Ltda - Canoas, Rua Berto Cirio 1600 S0 Luiz Canoas / RS ”_Pacotes l
— ESPECIFICAGOES
CLASSIFICAGAQ
. Integral. ]
INSTRUGAQ NORMATIVA PROTOCOLO AMOSTRA — OUTRAS INFORMACOES
IN N° 8/05 ”—4948 -I Teor de proteina (base seca) 1212%
LACRES DAS AMOSTRAS Acidez graxa ] 79,19 mgKOH/100g
Umidade A\ 13,20 %
f Teor de cinzas (base's hé) 1.53 %
DATA DA CLASSIFICAGAO DATA DO RECI 0 DA AMOS: Granulometria (", 78,88 %
[ 2810612019 || 2610612019 ™ \

RESP PELACOLETA REGISTRO
CNPJ: 89.776.991/0001-02 D""

[— RESPONSAVEL PELO ENSAIO - REGISTRO"

_l
CAMILA SOMAVILLA KELLING - 05203338 I
¢
“ |

RESPONSAVEL PELA CLASSIFICAGAO REGlsmo
JANINE VIEIRA CALEFFI
UNIDADE DE CLASSIFICAGAC-

UCL - PORTO ALEGRE
— OBSERVAGOBS

mostra Fornecida pelo interessado. _ 1
“O presente Cemﬁcado nao tem validade quando o pr . objeto

dessa classifi . for desti as comp vend‘\ doagbes do
Poder Publico (Faderal Estadual e Munxapal)

'«;

¥

Os resultados constantes deste documento se referem somente aos r OBSERVACOES DO LAUDO
itens ensaiados. Metodologia referenciada na IN 08 de 02/06/2005 do

MAPA e complementada pela IN 31 de 18/10/2005 do MAPA: Proteina
AACC 46-11A (revisdo 1999); Acidez graxa: AACC 02-02A (revisao de
1999); Umidade: AACC 44-15A (revisdo 1999); Cinzas: AACC 08-12
(revisdo 1999). Gr ia: AACC 66-20 revisao(1999).

Protocolo de amostra UCL- Porto Alegre n° 1558 - Produto
comercializado em pacotes de 1kg

Emiss0:01/07/2019 - Emitido por:24198
ASSINATURA DO RESPONSAVEL

N A}
JANINE VIEIRA CALEFFI - 1664 ) \(\\ \ \'\\ )é\ l

LABORATORIO DE CLASSIHCACAO GETAL DA E 1 ASCAR. stuado na Av. Farrapos, 285 / 7* andsr - Porio AlegraiR$.
labclass@em. br Fone (0XX) 51-3225-4631

GERENCIA DE CLASSIFICAGAO E CERTIFICAGAO 1 30 53 8 8
Rus Botafogo, 1051 - Porto Alegre - RS - CEP 90150-053

“QUALQUER EMENDA RASURA. MES %LVADA, INVALIDARA O PRESENTE CERTIFICADO" Pagina 111




10.2 Anexo 2: Ficha técnica da farinha branca.

FICHA TECHICA DE FARINHA DE TRIGD
FARINHA DE TRIGD PANFACIL — P 50

Msinhe * Eetrelm Mainhe  Estreln

o e fevinbe 8 | Dels Nevislo T Mo Pagis
FIIEC P50 ME Loz Pmaio 8. Jorsor o " " 1 o=
=
[POrEFAC:
THE: Linix Pacoiis Barimcoriand i | DT 35 yhe MR
[PRODUITO: Facicks i toips Pacial - -5, soriguscids oo facro & doilo 85
CARACTERITTICAS FiTcouguirnoss CARACTERISTICAS BEOLOCICAS
Mmiads Fa1 L) TR
[y T A PT [ (2] o o B
[ I ey T = |7 P
T el oo E prme] LI
[Car W) Sacci B0 k| TR 0= | ]
[T s Umiba B aaw [EE T
[ e — 1 ALY ECH
E....H Y R T L)
TR ] - L]
1]
CARACTERISTICAT ORCAMOLIFTICAL FL 152250
Aapasis P fien ECTEHEOCRATIE
e Eraam B v
Zabor Feoperin '
|Cllne Feoperin bzl '
1]
TP ORRLAG RS MO TRDCTOHAL
Coarietin milic por Sy A Purmbes - | 42 meeab
Q—-il-l-:ll-rl-:E VN
e B, O e =014 [] (5 M T
ot ol aiza - ir o e, o Tt M,
[Eremen TTy v i SO0 e e EAOE]
LrorSmrny | oy Wy T S madsern dficicg foodem
[P e T ] B SO O A
Cuil Lifis dAie Uy 8 h-'TE hm-
| g e s 4 I —"
o U= [i]
| =Ly L al = :
i Tl e BN o —— = e o e
1" W caafonms BIFC o2 14, 4 = da cacec da M4 AMVIZANS
A T TICAS M R BT L IS '

I“lﬂl-r'ﬁ-nna.mlﬂi:-u.‘ AFVIZA 2 & jaosco & 3001

mmtmq‘ﬁu— oz, da Talla e, faao Sgmalc, Sgo de Buets, S " oaka
ot ' u “aforenetay meirasnann .

Eumgﬂnmmm fredin amraisg oz tolass, o Emaes
mﬁhlnﬂﬁ'—,ﬂl&iqh-muh: T o e

CERECUITRD DD FRODUTO FO ORECAD ODMPETENTE: Prodns: sesee S rogrics socfsems
Soe 270 e ELOHI00S da ATTVISA

O - X Bl g, B2 OTRDCSR

116



