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RESUMO

O mercado pungente por produtos fermentados, como os paes de fermentagao
natural, sem a adicdo de conservantes, que contempla um publico mais seleto, € um
grande desafio para a industria de panificagdo. O presente estudo teve como
objetivo investigar a atividade antifungica do fermento sourdough Tipo Il (tllI-SD)
produzido a partir de duas bactérias acido laticas: Fructilactobacillus
sanfranciscensis (isolado de massa fermentada Tipo |) e Lactiplantibacillus
plantarum ATCC8014, além de analisar seu potencial como bioconservante para
panificagdo. Foram utilizados diferentes substratos (farinha do grao inteiro de trigo,
farinha de trigo tradicional, farinha de ervilha e farinha de linhaga) para potencializar
a producgao de metabdlitos antifungicos e diferentes tempos de fermentagéao (24 e 48
horas). As amostras tllI-SD foram analisadas em relagéo ao pH, acidez total titulavel
e acidos organicos. Para avaliar o potencial antifungico in vitro foi produzido um
extrato soluvel em agua/sal do tllI-SD que foi testado contra trés dos principais
fungos que contaminam produtos de panificacado: Penicillium roqueforti, Penicillium
chrysogenum e Aspergillus niger. Para as analises in situ foram elaborados péaes
com 10% de tllI-SD e avaliada a contaminagao por fungos durante todo o periodo de
vida util. Antes do processo de liofilizagdo do sourdough, o menor valor de pH foi
obtido na fermentacado de 48 horas por L. plantarum e os maiores valores de acido
latico foram obtidos nos extratos salinos produzidos com tllI-SD fermentado com
70% de farinha de trigo de grao inteiro e 30% de farinha de ervilha (SWGP) por L.
plantarum em 24 e 48 horas. Os extratos salinos exibiram graus variados de inibicao
fungica no teste in vitro; no entanto, o maior aumento deste efeito foi obtido quando
a farinha de trigo de gréo inteiro (SWG) foi utilizada. O tllI-SD elaborado com SWG e
fermentado por L. plantarum por 48 horas (SWG48-LP) prolongou a vida util do pao
em 4 dias, apresentando desempenho superior ao pao preparado com propionato de
calcio (0,1% p/p), com validade de 9 dias. Ainda, o pao elaborado com tllI-SD de
farinha de trigo e linhaga, fermentado por F sanfranciscensis em 48 horas
(SWF48h-FS), ficou 10 dias sem o aparecimento de fungos, apresentando assim a
maior validade dentre os paes elaborados com o conservante elaborado. Assim,
este estudo confirmou a eficacia do uso de fermentacdo sourdough tipo Il como

opc¢ao de bioconservante para futuras aplicacbes em produtos de panificacao.



Palavras-chave: bactéria acido latica; sourdough tipo Ill; atividade antifungica;

produtos de panificagdo com microbiota; vida util.



ABSTRACT

The strong demand for fermented products, such as naturally fermented bread,
without the addition of preservatives, catering to a more selective audience, is a
significant challenge for the bakery industry. The goal of the present study was to
investigate the antifungal activity of Type Il sourdough (tllI-SD) produced by two
lactic acid bacteria: Fructilactobacillus sanfranciscensis (isolated from Type |
sourdough) and Lactiplantibacillus plantarum ATCC8014, as well as to analyze its
potential as a bio-preservative for baking. Different substrates were used to enhance
the production of antifungal metabolites, and fermentation was carried out for 24 and
48 hours. The tllI-SD samples were analyzed for pH, total titratable acidity, and
organic acids. To evaluate the in vitro antifungal potential, a water/salt-soluble extract
of tllI-SD was prepared and tested against three of the main fungi that contaminate
bakery products: Penicillium roqueforti, Penicillium chrysogenum, and Aspergillus
niger. For in situ analyses, breads with 10% tllI-SD were prepared, and fungal
contamination was evaluated throughout the shelf life. Before the lyophilization
process, the lowest pH value was obtained after 48 hours of fermentation by L.
plantarum, and the highest lactic acid values were obtained in the saline extracts
produced with tllI-SD obtained from the fermentation with 70% of whole wheat flour +
30% pea flour (SWGP) by L. plantarum at 24 and 48 hours. The saline extracts
exhibited varying degrees of inhibition in the in vitro test; however, the greatest
increase in this effect was achieved when whole wheat flour (SWG) was used. The
tlI-SD prepared with SWG and fermented by L. plantarum for 48 hours (SWG48-LP)
extended the bread's shelf life by 4 days, showing superior performance to bread
prepared with calcium propionate (0.1% w/w), with a shelf life of 9 days. And the
tllI-SD prepared with wheat and flaxseed flour fermented with F. sanfranciscensis for
48 hours (SWF48h-FS) outperformed the other formulations, with a total shelf life of
10 days. This study confirmed the effectiveness of using type Ill sourdough

fermentation as a bio-preservative option for future applications in baking products.

Keywords: lactic acid bacteria; type-lll sourdough; antifungal activity; microbiota

bakery products; shelf-life
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1. INTRODUGAO

Cada vez mais percebe-se a tendéncia do consumidor em optar por alimentos
naturais ou com o minimo de conservantes quimicos. Essa preferéncia pode estar
relacionada a divulgagdo da associacdo entre os conservantes quimicos e o
desenvolvimento de doencas (SAMAPUNDO et al., 2016), o que faz com que a
industria de panificagdo identifique a necessidade de reduzir as quantidades de
conservantes quimicos utilizados nos produtos.

O termo “clean label’, ou “rétulo limpo”, vem sendo utilizado para definir
produtos mais naturais, isentos de aditivos, feitos com menor processamento e/ou
menor numero de ingredientes. Esses produtos sdo percebidos pelos consumidores
como livres de aditivos e como mais naturais e mais saudaveis (GARCIA;
BERNARDI; COPETTI, 2019).

Nesse sentido, o desafio da producao de alimentos mais naturais consiste em
desenvolver produtos com qualidade sensorial e controle microbiolégico, ao mesmo
tempo que devem obrigatoriamente estar em conformidade regulatéria. De Oliveira
do Nascimento et al., (2018) pontuam que, futuramente, para produtos alimenticios,
a classificagdo “clean label” ndo sera apenas desejavel, mas sim, uma condi¢cao
minimamente aceitavel.

A principal causa de contaminagdo na produg¢ao de paes se da através do
desenvolvimento de fungos que levam a reducgao da vida util do produto e a perdas
econdmicas e insatisfagdo dos consumidores (RUSSO et al., 2017). Além disso, a
producdo de micotoxinas tornou-se uma ameacga a saude dos consumidores visto
os seus efeitos toxicos (ZAIN, 2011).

No pdo, a contaminagdo ocorre normalmente durante o resfriamento, corte,
embalagem e armazenamento, pois os esporos de fungos séo eliminados durante o
assamento. Diversos fatores podem influenciar nessa contaminagao fungica: o tipo
de produto, os ingredientes, o layout da padaria e a embalagem do produto. E varios
métodos, incluindo a adicdo de &acido propidnico e seus sais, embalagem de
atmosfera modificada, irradiagcao e pasteurizagédo de embalagens, podem ser usados
para minimizar a deterioragao microbiana (GEREZ et al., 2010a). Alternativamente,

ha um crescente interesse na utilizacdo da biopreservagdo envolvendo o uso de
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microrganismos e/ou seus metabdlitos, tanto para impedir o crescimento de
patdgenos quanto para estender a vida util dos produtos.

Dessa forma, o fermento sourdough, uma mistura de farinha de trigo ou
centeio e agua, fermentada por bactérias acido laticas (BAL), com ou sem leveduras,
€ considerado atualmente uma fonte de bioconservantes. Entre os metabdlitos
antifangicos responsaveis pelo potencial bioconservante do sourdough estao
dipeptideos ciclicos, acidos organicos, compostos proteicos, acidos graxos
3-hidroxilados, dentre outros (SCHNURER; MAGNUSSON, 2005).

Assim, tendo em vista a demanda do consumidor por alimentos mais naturais
e com o uso reduzido de conservantes quimicos, ha estimulos crescentes de
pesquisas sobre o uso de fermento sourdough como um bioconservante. Neste
trabalho, buscou-se analisar a atividade antifungica do fermento sourdough para a

elaboragdo de um bioconservante para a industria de panificagao.

2. OBJETIVO GERAL

Analisar o potencial antifungico de um fermento sourdough liofilizado para a

elaboragao de um bioconservante para a industria de panificagéao.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar e isolar as BAL presentes em um fermento sourdough tipo |
maduro;

e Elaborar fermentos sourdough do tipo Il (liofilizados) utilizando diferentes
substratos e cepas de BAL isoladas;

e Analisar o pH e acidez total titulavel (ATT) dos fermentos produzidos antes do
processo de liofilizacao;

e Avaliar o potencial bioconservante dos extratos salinos obtidos através da
analise antifungica;

e Identificar e quantificar os acidos organicos contidos nos fermentos

elaborados;
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e Comparar a agcao dos bioconservantes obtidos em pao de forma com os
controles produzidos com conservante quimico propionato de calcio e sem o

uso de conservantes.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 TENDEDENCIAS DE MERCADO DE PANIFICACAO E PADRAO DE CONSUMO

O comportamento do consumidor de produtos de panificacdo passou por
mudang¢as na ultima década, onde se destaca uma maior percepcdo do impacto
negativo de algumas estratégias de preservagao de alimentos para a saude humana
e para o meio ambiente (LAVILLA, 2019). Essa percepgao levou a uma crescente
demanda por paes mais naturais e sem conservantes quimicos, o que veio a ser
chamado de paes “clean label” ou com roétulo limpo (AXEL; ZANNINI; ARENDT,
2017).

Segundo Lemos et al., (2018), para um produto ser considerado “clean label”
0 mesmo deve ser elaborado apenas com ingredientes naturais, isto €, sem uso de
conservantes. Entretanto, ndo existe definigdo legal ou regulamentar para o termo
“clean label” ou rétulo limpo. De forma geral, trata-se de um conceito que engloba
aspectos relacionados ao produto, embalagens, saude, nutrigdo e sustentabilidade.
Diversos paises apresentam alta demanda por esse tipo de produto. No Brasil, os
produtos “clean label” estdo aumentando e possuem grande potencial de
desenvolvimento.

Diante dessa demanda, os alimentos fermentados tornaram-se alvo de
numerosas pesquisas que analisam seus beneficios para a saude, seus principais
compostos bioativos e as tendéncias futuras sobre suas potencialidades. Além
disso, os alimentos fermentados podem representar uma estratégia ndo invasiva
para enfrentar multiplas desordens, como hipertensado, diabetes, hiperlipidemia,
estresse oxidativo e multiplas desordens cognitivas, entre outras (DIEZ-OZAETA;
ASTIAZARAN, 2022).

Para se adequar ao desejo dos consumidores, a industria de panificagdo tem

investido para reduzir o numero de conservantes nos paes, como o propionato de
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célcio, em um esforgo para fazer um péao de rétulo mais limpo (RYAN et al., 2011).
No entanto, produtos sem a adicdo de conservantes quimicos ou outros aditivos
artificiais devem ser de alta qualidade e ter uma vida util prolongada (AXEL,;
ZANNINI; ARENDT, 2017).

Assim, a biopreservacédo, ou seja, o controle de um organismo por outro,
ganhou atencgao crescente. Trata-se de prolongar a vida util e aumentar a seguranca
alimentar, usando microbiota natural e seus metabdlitos, através de uma abordagem
inocua e ecolégica (ANANOU et al., 2007). O conceito de adicionar compostos
naturais aos produtos alimenticios, além de reduzir os niveis de aditivos, pode ser
uma solugao promissora para melhorar tanto a saudabilidade real quanto a imagem
de saude dos produtos (HUNG; DE KOK; VERBEKE, 2016).

Embora o uso de microrganismos e seus metabdlitos para a producéo e a
preservagdao de alimentos tenha uma longa histéria de uso seguro, o crescente
interesse em ferramentas de biopreservagao incentivou o desenvolvimento de
pesquisas nas ultimas décadas para novos compostos antimicrobianos naturais de
diferentes origens (LAVILLA, 2019).

Nesse contexto, o uso de culturas bioprotetoras (microrganismos com
propriedades antifungicas) representam potencial alternativa para reduzir os niveis
ou eliminar totalmente os conservantes quimicos na panificacdo. A atividade
antifungica das BAL e propionibactérias também foi estudada como estratégia para
reducdo dos conservantes quimicos (ARENA et al., 2016). Essas bactérias estao
naturalmente presentes em muitos alimentos fermentados e possuem uma longa
histéria de uso seguro pela industria de alimentos (LAY et al., 2016).

Dessa forma, pode-se afirmar que no contexto de reducdo do uso de
conservantes quimicos na panificacdo, umas das grandes tendéncias é o uso
combinado das BAL com outros potencializadores: matrizes naturais (como
leguminosas, farinhas, subprodutos da moagem e 6leos essenciais) (DEBONNE et
al., 2018; RICCI et al., 2019), embalagens ativas com absorvedores de oxigénio ou
liberadores antimicrobianos (NOSHIRVANI et al, 2017) e a utlizacdo da
biopreservagado através do sourdough em plantas semi-industriais e industriais
(RIZZELLO et al., 2015).
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3.2 CONTAMINACAO FUNGICA EM PAES

Produtos de panificacdo podem ser contaminados por bactérias, leveduras e
bolores, contudo, o tratamento térmico inerente ao processo elimina potenciais
contaminantes da matéria-prima e do produto durante o assamento. Assim, a
principal causa de deterioragdo de origem microbiolégica no péao sdo os fungos que
contaminam o produto apés a coccdo (KNIGHT: MENLOVE, 1961). E durante o
resfriamento, corte, embalagem e armazenamento que ocorre a contaminagdo do
produto final (GEREZ et al., 2010a).

Os fatores que mais interferem no controle do crescimento de fungos
indesejaveis em alimentos sado temperatura, oxigénio, pH e atividade de agua (a,).
Paes possuem teor de umidade consideravelmente alto, a,, entre 0,94 e 0,97 e pH
de cerca de 6,0 e, assim, os produtos de panificagcdo pelas suas caracteristicas
intrinsecas sao considerados mais suscetiveis a deterioragdo fungica e
incompativeis com o crescimento e sobrevivéncia de bactérias patogénicas
(MAGAN; ARROYO; ALDRED, 2003; SUHR; NIELSEN, 2004).

E visivelmente facil de identificar o desenvolvimento de fungos nos paes
através da presenca de col6nias na superficie. Além disso, a contaminagao fungica
também causa mudancgas perceptiveis de sabor e de textura que impedem o
consumo do produto. E como resultado, ha grandes perdas econdémicas para a
industria e consumidores. Além disso, o desenvolvimento de fungos em alimentos é
uma das principais reclamagdes dos consumidores, principalmente de paises
tropicais como o Brasil (LEMOS et al., 2018). No Brasil, as perdas relacionadas a
deterioragao fungica em produtos de panificacédo podem facilmente chegar a 10% do
total produzido anualmente (FREIRE., 2011).

Ainda, o problema da contaminagédo por fungos na panificagcdo é agravado
pela producdo de micotoxinas e sabores desagradaveis, que podem ser produzidos
antes mesmo do crescimento visivel no alimento. E 0 consumidor quando se depara
com um pao mofado frequentemente retira a parte visivelmente mofada e consome o
restante do produto (GOBBETTI et al., 2019). Por isso, ndo sé a aparéncia dos paes
€ prejudicada pelo desenvolvimento desses microrganismos como também a saude
do consumidor (AXEL; ZANNINI; ARENDT, 2017).

Uma pesquisa que avaliou o impacto das micotoxinas na contaminagao dos

paes demonstrou que a citrinina foi capaz de contaminar a primeira fatia de pao,
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enquanto as aflatoxinas e a ocratoxina foram capazes de se difundir por até cinco
fatias sucessivas (PELCZAR; REID; CHAN, 1981). A exposi¢do do consumidor a
essas micotoxinas pode causar intoxicagao e, a longo prazo, ocasionar inclusive o
desenvolvimento de tumores (PITT; HOCKING, 2009).

As espécies pertencentes ao género Penicillium spp., Aspergillus spp.,
Eurotium spp., Wallemia spp., Fusarium spp. e Cladosporium spp. foram
identificadas como os contaminantes mais importantes em paes (LEGAN; VOYSEY,
1991; VYTRASOVA; PRIBANOVA; MARVANOVA, 2002).

Varios métodos podem ser utilizados para minimizar essa deterioragao
fungica, incluindo a adicdo de acido propidnico e seus sais, embalagem de
atmosfera modificada, irradiagdo e pasteurizacdo de embalagens (GEREZ et al.,
2010a).

Os conservantes quimicos frequentemente utilizados para evitar o
crescimento fungico nos paes sao os propionatos (propionato de calcio ou sédio), os
sorbatos (acido soérbico e sorbato de potassio), os benzoatos, os parabenos (metil e
propil) e o acido acético. Porém, os mais usados sao os propionatos visto que nao
alteram a capacidade fermentativa das leveduras (CAUVAIN, 2009).

A utilizacdo dos conservantes quimicos é limitada de acordo com cada pais e,
existe uma tendéncia mundial de diminuicdo do uso de conservantes artificiais. A
Unido Europeia, por exemplo, ja diminuiu a concentragdo permitida de sorbato para
0,2% e propionato para 0,3% (HERAS-MOZOS et al., 2019).

No Brasil, os aditivos autorizados para produtos de panificagdo, incluindo
limites e funcbes, constam na Resolucdo 383/1999 da ANVISA, além da IN n°
211/2023, que normatizam questdes mais especificas. Segundo a legislagao
brasileira, os aditivos quimicos com a funcionalidade de inibir a acdo de
microrganismos na panificagdo sao classificados como conservantes, e 0s mais
utilizados sao: acido soérbico (INS 201), propionato de calcio (INS 282) e sorbato de
potassio (INS 202). A recomendacdo de dosagem desses conservantes pela
ANVISA na massa dos péaes € de 0,1%, baseado na quantidade de farinha. Dentre
esses aditivos, o propionato de calcio € o mais comumente utilizado e apesar da
recomendacgédo de uso de 0,1%, ndo ha um limite maximo de uso especifico.

Cabe ressaltar que a quantidade dos conservantes na panificacdo deve ser
controlada com muita precisdo, pois 0 uso exagerado pode retardar o processo de
fermentagcdo dos paes (REGO ET AL., 2020). E por outro lado, o consumo diario de
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aditivos quimicos podem resultar em maleficios para a saude como alergias,
alteragbes no comportamento, carcinomas, entre outros (POLONIO, 2009).

Além disso, Thomas et al., (2012) relataram que o acido propidénico em niveis
elevados pode se acumular no sangue, atravessar a barreira cerebral e intestinal e
resultar em efeitos adversos no desenvolvimento e funcionamento do cérebro. A
ingestao de acido propidnico em niveis mais altos tem sido associada a acidemia em
criancas (PENA; BURTON, 2012). Complicagdes da acidemia podem incluir
dificuldades de aprendizagem, convulsdes, sintomas gastrointestinais, arritmia e
infecgdes recorrentes (WAJNER; GOODMAN, 2011).

Tendo em vista as limitagdes ja descritas, ha uma necessidade da industria de
panificagao de retardar o crescimento fungico nos paes sem a utilizagao de aditivos
quimicos, o que leva ao desenvolvimento de formas de preservagao natural,

principalmente com a finalidade de atrair o consumidor com o foco na saude.

3.3 FORMAS DE PRESERVAGCAO ANTIFUNGICA NATURAL NA PANIFICACAO

3.3.1 Compostos antifungicos naturais

A fim de evitar a deterioragao fungica, alguns estudos tém demonstrado como
estratégias viaveis de conservagao o uso de compostos antifungicos produzidos por
microrganismos como as BAL (SADEGHI et al., 2019a), fermentados a base de
microrganismos (SAMAPUNDO et al., 2017), 6leos essenciais em sua forma livre
(TAKWA et al., 2018), dleos essenciais encapsulados (PINILLA; THYS; BRANDELLI,
2019), assim como, embalagens antifungicas (HERAS-MOZQOS et al., 2019).

Dessa forma, podemos ressaltar que as plantas sdo uma rica fonte de
compostos antimicrobianos e o0 seu uso geralmente é seguro. Porém,
frequentemente esses antimicrobianos a base de plantas ndo podem ser usados
diretamente em alimentos considerando sua baixa solubilidade, instabilidade e
producdo de sabor indesejavel em matrizes alimentares (MCCLEMENTS et al.,
2021). Mesmo apresentando esse efeito indesejavel, diversas pesquisas in vitro
foram realizadas a fim de investigar compostos antimicrobianos em especiarias e
ervas frescas ou secas, Oleos essenciais, produtos vegetais purificados, como

fendlicos, quinonas, alcaldides e peptideos antimicrobianos, e extratos brutos de
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plantas que tivessem viabilidade para serem utilizadas como conservantes
minimizando esses efeitos indesejaveis (PREMANATH et al., 2022).

Os Oleos essenciais sado liquidos oleosos aromaticos obtidos de plantas,
incluindo suas flores, sementes, folhas, frutos e raizes (ABBASZADEH et al., 2014).
Os compostos fendlicos presentes nesses 6leos sao provavelmente os responsaveis
pelo efeito bioconservante. Entre esses componentes bioativos estdo o timol,
carvacrol e eugenol, que sao extraidos principalmente do orégano e tomilho
(FONSECA et al., 2021).

Nesse sentido, pesquisadores analisaram as substancias volateis de 6leo
essencial puro (100%) de tomilho, manjericao, cravo e alecrim, para utilizagdo como
potencial atividade antifungica contra Penicillium spp. em produtos de panificagcao, a
pesquisa indicou os O6leos obtidos do tomilho e do cravo-da-india como os mais
promissores para prolongar a vida utii de paes, ao serem vaporizados nas
embalagens (CISAROVA; TANCINOVA; BRODOVA, 2015).

Também, Pinilla et al., (2019) encapsularam extrato de alho através de
lipossomas de fosfatidilcolina e acido oleico a fim de verificar sua possivel acao
como agente antifungico em pao de trigo. Analises do potencial antifungico in vitro
mostraram atividades inibitorias para o extrato de alho livre e encapsulado contra
cepas fungicas selecionadas.

Da mesma forma, filmes e revestimentos comestiveis estdo sendo
pesquisados como forma de conservacao alternativa. Eles sdo produzidos usando
derivados naturais, como polissacarideos, proteinas e lipidios, ou uma mistura
desses materiais. Além disso, também s&o capazes de incorporar microrganismos
vivos. Nesse sentido, bactérias ou leveduras, podem ser incorporados em filmes
comestiveis com a finalidade de estender a vida util dos alimentos e oferecer
beneficios adicionais como o efeito probidtico (GUIMARAES et al., 2018). Os
compostos mais frequentemente adicionados aos revestimentos como
antimicrobianos incluem acidos organicos, quitosana ou extratos de plantas
(GREGIRCHAK; STABNIKOVA; STABNIKOV, 2020).

Balaguer et al., (2013) obtiveram resultado positivo utilizando filmes de
gliadina incorporando cinamaldeido contra o crescimento de fungos in vitro e em
sistemas alimentares reais. A capacidade destes filmes para estender a vida util de
paes e queijos demonstrou o potencial dessas novas biomatrizes como alternativa

aos métodos sintéticos de conservacao aplicados diretamente sobre os alimentos.
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A aplicagdo de bioconservantes derivados de frutas e vegetais foi estudada
como forma de reutilizagao dos residuos do processamento vegetal para a produgao
de compostos com propriedades conservantes. Bartkiene et al., (2018) utilizaram
compostos a base de cranberry em combinagdo com fermentagcdo por BAL e
indicaram sua utilizagdo como promissora para atividade antifungica e reducao de
acrilamida na producao de paes. Bartkiene et al., (2019) aplicaram subprodutos do
processamento de macad com células bacterianas antifungicas imobilizadas na
superficie do pao e destacaram como uma nova e promissora alternativa sustentavel
para biopreservacao.

A utilizagdo de compostos antifungicos naturais produzidos por BAL pode ser
uma alternativa para a composigdao de um bioconservante para a industria de
alimentos. Um exemplo dessa possivel aplicabilidade foi a unido de extrato de Iupulo
(estudado como possivel conservante de alimentos) com a fermentagdo sourdough
para a producao de um biopreservante com propriedades antioxidantes adicionais
(IRAKLI et al., 2019).

3.3.2 Biopreservagao de Alimentos

A biopreservacao é definida como a extensao da vida de prateleira e aumento
da seguranga dos alimentos pelo uso de microbiota natural ou controlada e/ou
compostos antimicrobianos. Trata-se de uma tendéncia crescente nos ultimos anos.
Além disso, esse conceito também pode ser aplicado a ingredientes vegetais ativos
ou extratos de plantas (TAKWA et al., 2018).

Na biopreservacdo de alimentos, bactérias e fungos, incluindo seus
metabdlitos, sdo alternativas naturais de grande interesse para utilizagdo como
ferramentas de combate a deterioragdo fungica. Ultimamente, varias cepas de
espécies microbianas que possuem atividade antifungica foram identificadas a partir
do seu isolamento de varias fontes, como frutas, vegetais, cereais, leite, carne e
outros produtos alimenticios (AXEL; ZANNINI; ARENDT, 2017).

Para a bioprotegao de frutas, os microrganismos mais pesquisados sdo as
bactérias, principalmente do grupo Bacillus, e varias espécies de leveduras. Para

carnes fermentadas, testes contra contaminagdo fungica foram realizados com
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leveduras (Debaryomyces. hansenii) e espécies de Penicillium spp. (LAY et al.,
2016).

Nos produtos de panificacdo, culturas bioprotetoras podem ser uma
alternativa para reduzir os niveis ou eliminar totalmente o uso de conservantes
(OUIDDIR et al., 2019). As BAL sé&o de longe os principais microrganismos testados
para essa finalidade. Esses microrganismos também foram empregados na
producao de cerveja (maltagem) e na producao de vegetais fermentados, bem como
para protecao de graos, sementes e frutas (SETTANNI; CORSETTI, 2008).

As BAL englobam um grande e heterogéneo grupo de bactérias
Gram-positivas, ndo formadoras de esporos, ndo moveis, aerotolerantes, com forma
de bastonetes e cocos, que produzem acido latico como o principal produto
metabdlico final da fermentacdo de carboidratos (CROWLEY; MAHONY; VAN
SINDEREN, 2013). Pertencem a ordem Lactobacillales, que inclui 6 familias, 36
géneros e mais de 200 espécies. Sdo encontradas no ambiente, nas plantas, na
microbiota humana e animal. Elas sao muito utilizadas na fabricagao de alimentos
fermentados e contribuem para melhorar a vida util, as propriedades organolépticas
e o valor nutricional de muitos produtos alimenticios. As principais BAL em alimentos
fermentados correspondem a espécies dos géneros: Lactobacillus, Lactococcus,
Carnobacterium, Leuconostoc, Pediococcus, Enterococcus, Tetragenococcus,
Oenococcus, Streptococcus, Weissella e Vagococcus (SALAS et al., 2017).

Atualmente, a biopreservacdo por BAL € a principal alternativa aos
conservantes em alimentos. Elas estdo naturalmente presentes em alimentos
fermentados e sao utilizadas como cultura iniciadora (starter) na industria de
alimentos, sendo a maioria delas reconhecida como seguras (LAY et al., 2016). Na
Unido Europeia, elas estdo na lista QPS (possuem presuncdo qualificada de
seguranga) e nos EUA sdo designadas GRAS (geralmente reconhecidas como
seguras). Por isso, as BAL vem sendo amplamente estudadas (COTON et al., 2018).

Por outro lado, outros microrganismos antifungicos também foram estudados,
entre eles, as propionibactérias lacteas, os bacilos e as leveduras (SALAS et al.,
2017). A capacidade antifungica das propionibactérias lacteas foi apontada em
pesquisa de triagem in vitro em 197 cepas, onde 13 cepas possuiam alta atividade
antifungica. Adicionalmente, outro estudo revelou que quase todas as cepas dessas

bactérias sdo ativas contra cinco espécies de fungos in vitro (Eurotium repens; P.
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corylophilum; Aspergillus niger; Wallemia sebi; Cladosporium sphaerospermum)
(LAY et al., 2016).

De outra forma, os bacilos sdao bactérias Gram-positivas encontrados em
diversos ambientes e sao conhecidos por produzir uma variedade de metabdlitos
secundarios, incluindo compostos antimicrobianos (FALARDEAU et al., 2013).

Ja a atividade antifungica das leveduras se deve a sua capacidade de
competir por nutrientes, acidificar o meio, resistir a condicées estressantes (etanol),
mas também produzir moléculas antimicrobianas denominadas ‘'micocinas’
(proteinas assassinas) que afetam o crescimento fungico (MUCCILLI; RESTUCCIA,
2015).

Para a utilizagdo dessas culturas bioprotetoras com seguranga na produgao
de alimentos € necessario seguir um rigoroso procedimento de avaliacdo de
segurancga, levando em consideragdo multiplos critérios. Com relagdo as BAL e
propionibactérias, que sao comumente consideradas para aplicagdes industriais, e
levando em consideracédo o status “GRAS” e “QPS”, os critérios de seguranga que
precisam ser incluidos durante a avaliagcdo podem ser reduzidos ao conhecimento
atual, a destinagdo do seu uso, a taxonomia bem definida, a perfis de resisténcia a
antibiéticos e ao potencial de formagao de compostos indesejaveis, incluindo aminas
biogénicas, alérgenos ou toxinas (COTON et al., 2018).

No caso de aplicagao de Bacillus ou cepas de fungos (leveduras ou bolores),
a analise de seguranca também deve incluir investigagdo se a cepa produz outros
compostos indesejaveis (como toxinas por bactérias ou micotoxinas por fungos).
Caso seja identificada a possivel producéo, o uso em aplicagdes industriais deve ser
descartado (SALAS et al., 2017).

A biopreservagdo na panificagdo esta intimamente ligada a agcdo das BAL,
através da fermentagdo natural. Pelo fato desses microrganismos ja comporem o
ecossistema espontaneo do fermento sourdough, a sua adaptabilidade a matriz
alimentar ja fica garantida, o que torna a fermentacdo sourdough uma importante

ferramenta para a biopreservacdo em paes.

3.4 FERMENTAGAO NATURAL (SOURDOUGH)
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3.4.1 Histoérico e definigao

O pao é um alimento essencial nas populagdes mediterranicas (dieta
mediterranea) e pode ser considerado a projecdo moderna da “dieta monastica”
beneditina. A UNESCO incluiu o p&o na lista do patriménio imaterial da humanidade.
Ao pensar no pao, nosso cérebro ativa diversas imagens, que nao se resumem
apenas a alimentos, mas também a divindades e eventos espirituais.

A histéria nunca relatou contraindicacdo ao consumo de pdes. O acesso ao
pao é universal, independentemente do contexto social, cultural ou religioso. O p&o é
o principal alimento dos monges, at¢é mesmo nas regras beneditinas de dieta,
baseadas em rigorosas normas espirituais para mortificagdo dos sentidos. Um
exemplo disso é que nas punigdes por faltas mais ou menos graves, a limitagao a
‘péo e agua” determina a alimentacdo minima indispensavel (ARCHETTI, 2014).

A religidao catdlica eleva o pao como alimento da vida eterna e simbolo da
salvagao. Esse significado eucaristico € de uma representatividade sem precedentes
até hoje na histéria. Segundo o Evangelho de Lucas, durante a Ultima Ceia, Jesus
tomou um pao, deu gragas, partiu-o e deu-o aos apostolos dizendo “isto € o meu
corpo, que é dado por vos; fazei isto em memdéria de mim” (Lc 22,19).

Apesar do reconhecimento histérico e do papel central dos produtos de
panificagdo nos habitos alimentares da populagdo mundial, a fermentagao natural na
panificagdo atraiu a atengao cientifica apenas ha cerca de 30 anos. Esse atraso
temporal deveu-se principalmente ao uso quase unico de leveduras na panificacéo
até o final do século XX. Desde aproximadamente 1990, iniciaram-se pesquisas
com o objetivo de redescobrir o potencial da fermentacao natural, também chamada
de fermentagéo sourdough (ARORA et al., 2021).

Os paes de fermentacido natural sdo também conhecidos pela denominagao
“Paes Sourdough”. O termo Sourdough traduz-se, de fato, em massa acida, que
consiste em uma combinacao de farinha e agua, fermentados por BAL e leveduras,
resultando em um produto final de sabor azedo (DE VUYST; VAN KERREBROECK;
LEROY, 2017). Essa massa acida é utilizada para fermentar a massa do péo, de
forma natural e por isso a denominagao, pao de fermentagao natural. Quatro tipos
de processos de fermentagao natural se diferenciam com base no inéculo aplicado e
no processo tecnologico utilizado sobre a mistura de agua e farinha (CALVERT et
al., 2021).
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Um primeiro tipo de sourdough (tipo |), denominado sourdough tradicional,
refere-se ao processo iniciado espontaneamente, com alimentagdes (backsloppings)
posteriores, isso €, o fermento obtido a partir da fermentagcao anterior, denominada
massa mae, é repetidamente misturado, em proporcéo entre 5% e 20% (m /v), com
farinha e agua. O processo é realizado em temperatura ambiente e por um periodo
curto a moderado (de 6 a 24 h) (DE VUYST et al., 2014). Normalmente sdo mantidos
em temperatura ambiente (20°C—- 30 °C), embora possam ser refrigerados quando
n&o estdo em uso ou em intervalos regulares (GOBBETTI et al., 2016).

Na fermentacdo espontanea, as bactérias estdo presentes inicialmente na
farinha, agua ou recipiente e sdo adicionadas continuamente ao longo da
manutencdo do fermento. A medida que o fermento amadurece, a diversidade de
géneros bacterianos na comunidade diminui. Um fator que leva a essa diminuigao €
a producdo de acidos orgéanicos pelas BAL, que desfavorecem géneros nao
tolerantes a acidos, mas permitem a sobrevivéncia e desenvolvimento de cepas e
espécies de géneros que sao tolerantes a acidos (MINERVINI et al., 2014).

O sourdough tipo | é comumente usado pela panificagdo artesanal e
geralmente comega com um pH quase neutro, que diminui continuamente até a
maturagdo. Quando maduro, é altamente acido em funcdo dos acidos orgéanicos
produzidos por BAL e bactérias do acido acético (AAB) (GOBBETTI et al., 2016).

Quando o fermento é o resultado de uma cultura iniciadora ou “starter’
adicionada a uma mistura de agua e farinha, o processo € categorizado como tipo Il.
Essa fermentacdo direta ndo necessita de alimentacdes e é mais utilizada pela
industria (GAGGIANO et al., 2007). Para a producao deste tipo de fermento, cepas
de cultura inicial de BAL s&o usadas, como por exemplo: Lactobacillus brevis,
Lacotbacillus fermentum, Lactiplantibacillus plantarum, Lactobacillus reuteri ou
Fructilactobacillus  sanfranciscensis. Acompanhadas ou ndo da levedura
Saccharomyces cerevisiae, que é normalmente adicionada na fase final do processo
de fermentagdo (MORONI et al., 2010).

Em comparagdo com os starters tipo |, os starters tipo Il geralmente sao
fermentados em temperaturas mais altas (de 30 °C a 50 °C) para um
desenvolvimento mais rapido (até 5 dias) e sem alimentagcdo, favorecendo a
producao de acido organico bacteriano e, finalmente, resultando em um sistema de
pH mais baixo (DE VUYST; NEYSENS, 2005; DE VUYST; VAN KERREBROECK;
LERQY, 2017).
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Ja a fermentacgao tipo Il consiste na desidratacdo da forma estabilizada do
fermento tipo Il, ou seja, é a versado seca dos starters de fermento tipo Il. Os starters
do tipo lll sédo praticos para utilizagdo na escala industrial, pois podem ser
armazenados e transportados mais facilmente (CALVERT et al., 2021; SIEPMANN et
al., 2019; SIRAGUSA et al., 2009). No entanto, caso solugbes bioprotetoras nao
forem utilizadas, o seu uso em paes deve ser acompanhado da adigao de levedura
ativa para fermentacao do pao, visto que, os microrganismos inicialmente presentes
sao inativados pelo processo de desidratagao.

Os starters tipo IV ou mistos sdo inoculados (tipo IlI) e mantidos de acordo
com os métodos tradicionais (tipo |). Também podem ser adicionados outros
ingredientes como frutas e mel, forcando a competicdo entre microrganismos
inoculados e aqueles naturalmente presentes no ambiente (SIEPMANN et al., 2019).

De forma resumida, no sourdough tipo |, a fermentagcdo ocorre
espontaneamente através das leveduras e BAL presentes na farinha e meio
ambiente, diferentemente do tipo Il, onde a fermentagao ocorre apds a inoculagéo de
uma cultura starter. Ja o tipo Il € somente o tipo |l desidratado e o tipo IV é uma
mistura do sourdough tipo | e tipo Il, produzido em laboratério (SIEPMANN et al.,

2018). A Figura 1 apresenta um esquema resumo sobre os tipos de fermento

sourdough.
Figura 1 - Tipos de sourdough
-Espontaneamente
-Selecdo microbiana natural
oD O
(=
+ (3
Sourdough tipo | \
Tipo | Tipo 1l
P (j\ Sourdough tipo VI
oo -Tipo misto
© ©© + OO + E / -Selecdo dnpinéculu (tipo 1)
. 2 + propagacao diaria (tipo 1)
Sourdough tipo Il Sourdough tipo I

-Método industrial

-Desidrata¢do do tipo Il .
-Fermentagao anica

-Facilidade no armazenamento e utilizagdo

Fonte: elaborada pela autora (2023).
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3.4.2 Composigao microbiolégica

Do ponto de vista microbiolégico, o fermento sourdough é considerado um
estressante ecossistema, abrigando leveduras e bactérias laticas. A formagao do
microbioma do sourdough pode ser influenciada por varios fatores como as
caracteristicas dos cereais utilizados (composi¢cdo, textura, tipo), parametros
tecnolégicos do processo (temperatura, quantidade de agua, pH, tipo de inéculo) e
interagdo entre os microrganismos presentes (GOBBETTI, 1998).

Essas interagbes no fermento podem ser sinérgicas ou antagonicas
dependendo das interagdes no metabolismo de hidrocarbonetos e fontes de
nitrogénio, bem como producdo de compostos que estimulam ou inibem o
crescimento de outras espécies (DE VUYST; NEYSENS, 2005).

A maioria das comunidades microbianas maduras tende a ser dominada por 1
a 3 espécies bacterianas, embora existam mais de 60 espécies comuns de BAL
discutidas em toda a literatura, sdo exemplos: F. sanfranciscensis, Levilactobacillus
brevis, Limosilactobacillus fermentum, L. plantarum, Leuconostoc mesenteroides, W.
cibaria e W. confusa (DE VUYST et al., 2014; DE VUYST;, VAN KERREBROECK;
LERQY, 2017). Assim, o crescimento de BAL com leveduras no sourdough ocorre
principalmente devido a excregdo de aminoacidos especificos e pequenos peptideos
pelas leveduras durante o crescimento ou como consequéncia de uma autdlise
acelerada (GOBBETTI, 1998; GOBBETTI; CORSETTI, 1997). As densidades
celulares medianas encontradas apds a fermentacao sourdough sao de 8,5 log para
BAL e 6,5 log para leveduras, independentemente do protocolo utilizado, resultando
em uma proporgao estimada de 10:1, em varios sourdoughs. Normalmente, essas
duas propor¢oes traduzem o desempenho ideal do sourdough, desde que as
densidades celulares ndo estejam abaixo de log 8,0 log para BAL e 6,0 log para
leveduras (GOBBETTI; GANZLE, 2013).

Uma revisao sistematica, contemplando 30 anos de pesquisas sobre
sourdough, identificou 59 géneros bacterianos: 10 pertencentes a BAL e 49, a outras
bactérias. A maioria dessas outras bactérias comporta-se como populacdes
subdominantes. O género Lactobacillus € o mais abundante na massa fermentada,

com 82 espécies detectadas. Sendo 16 espécies identificadas como as mais
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comuns, por serem identificadas em mais de 15 sourdoughs em todo o mundo
(ARORA et al., 2021).

Também, essa revisdo sistematica referiu que ja foram identificadas 80
especies de leveduras em sourdoughs em todo o mundo. Elas pertencem
principalmente aos géneros Saccharomyces, Candida, Kazachstania, Torulopsis,
Yarrowia e Pichia. A espécie geralmente identificada é S. cerevisiae. Uma possivel
explicacdo para esse fato seria a contaminagdo ambiental cruzada pelo uso
abundante de S. cerevisiae na panificagao tradicional (ARORA et al., 2021).

Uma meta-analise analisou 527 sourdoughs na literatura e revelou que cada
espécie de BAL aparece em frequéncias variaveis. F. sanfranciscensis foi a espécie
mais prevalente, presente em 47% dos sourdoughs, seguida L. plantarum (43%), L.
brevis (17%) Pediococcus pentosaceus (14%), Companilactobacillus paralimentarius
(13%) e L. fermentum (12%) (VAN KERREBROECK; MAES; DE VUYST, 2017).
Nessa mesma pesquisa, Saccharomyces cerevisiae foi a espécie de levedura mais
comum. Estava presente em 68% dos 394 sourdoughs que relataram a diversidade
de espécies de leveduras. A ocorréncia desta espécie de levedura foi seguida por
Candida humilis (20%), Pichia kudriavzevii (6%), Torulaspora delbrueckii (6%),
Wickerhamomyces anomalus (6%) e Candida. glabrata (4%).

Cabe ressaltar que a dindmica microbiana variavel de varios sourdoughs
reflete a microbiota autdctone da farinha, que, por sua vez, depende da origem da
farinha, praticas de cultivo e condigées de armazenamento (KORCARI et al., 2020).
Espécies competitivas de Lactobacillus ja presentes na farinha de centeio (por
exemplo, F. sanfranciscensis e L. fermentum) tornaram-se dominantes durante a
fermentacdo (MEROTH; HAMMES; HERTEL, 2003). A grande diversidade
microbiana que afeta as farinhas organicas de trigo, espelta e centeio moldou a
composicao subsequente da microbiota do fermento (STANZER et al., 2017).

Fructilactobacillus sanfranciscensis é a BAL mais dominante e ocorre
frequentemente junto com C. humilis ou Kazachstania exiguus, leveduras sourdough
que sdo mais tolerantes a acidos do que Saccharomyces cerevisiae. A espécie F.
sanfranciscensis domina os sourdoughs tipo | em todo o mundo. Esse fato é
explicado pelo seu rapido crescimento (na temperatura ideal entre 28 °C e 32 °C e
um pH de 5,0-6,0) e pelo seu metabolismo altamente adaptado a maltose e a
sacarose, as fontes de carboidratos mais abundantes nas massas fermentadas de
trigo e centeio (GOBBETTI; CORSETTI, 1997).
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Segundo Ganzle, (2014), alimentagdes pouco frequentes e altos niveis de
acidez selecionam lactobacilos tolerantes a acidos e tipicamente termofilicos, onde
L. reuteri, L. pontis, L. amylovorus e L. fermentum sao frequentemente dominantes.
Esses lactobacilos heterofermentativos metabolizam preferencialmente maltose e
sacarose. Segundo o mesmo autor, ao contrario de F. sanfranciscensis, essas
espécies geralmente convertem a arginina em ornitina e a glutamina em
g-aminobutirato. Ambas as conversdes contribuem para a tolerancia acida dessas
especies.

Algumas BAL se adaptam muito bem ao ambiente sourdough. Os fatores que
podem estar envolvidos nesse grande potencial adaptativo incluem: metabolismo
e/ou transporte de carboidratos especificos da massa fermentada, como maltose e
frutose, sendo a maltose o carboidrato fermentavel mais abundante e a frutose um
importante aceptor alternativo de elétrons; atividade proteolitica e/ou via arginina
deiminase; respostas especificas ao estresse e produgdo de compostos
antimicrobianos (DE VUYST, VANCANNEYT, 2007). As BAL do fermento natural
possuem como caracteristica enorme flexibilidade e potencial em relagdo nao
apenas a substratos catabdlicos e produtos anabdlicos, mas também em relacao as

mudangas continuas no ambiente circundante (GOBBETTI et al., 2005).

3.4.3 Processo fermentativo

Durante a fermentagao, os carboidratos mais abundantes encontrados no
meio sao 0 amido e a sacarose. A maioria das BAL n&o é capaz de metabolizar oligo
ou polissacarideos e depende de amilases e invertases derivadas de cereais e
leveduras, respectivamente, para liberar maltose (do amido) e frutose e glicose (da
sacarose). Da mesma forma, as BAL geralmente ndo exibem atividade de protease
extracelular e dependem de enzimas de cereais para fornecer peptideos, que sao
captados por transportadores de oligopeptideos ou dipeptideos. Os dissacarideos
sao divididos por hidrélises especificas e/ou fosfohidrolases em monossacarideos
que entdo entram nas vias principais (GOBBETTI; CORSETTI; ROSSI, 1994).

As BAL podem ser agrupadas segundo o seu metabolismo energético:

heterofermentativo (producéo de mais de um subproduto durante a fermentacéo), ou
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homofermentativo (produgdo de um subproduto durante a fermentagéo) (GANZLE,
2015).

As BAL homofermentativas (Lactococcus spp., Streptococcus spp.,
Pediococcus spp., Enterococcus spp. € algumas espécies de Lactobacillus spp.)
fermentam acucares pela via Embden-MeyerhoffParnas em piruvato, que é
convertido em acido latico pela lactato desidrogenase (LDH). Dois tipos de isbmeros
de lactato, L e D, podem ser produzidos por enzimas dependentes de nicotinamida
adenina dinucleotideo (NAD) estereoespecificas, L-LDH e D-LDH. Sob certas
condigdes de crescimento, como limitacdo de carbono, o metabolismo homolatico
pode ser deslocado para um metabolismo acido misto, onde formato, acetato, etanol
e/ou CO? além do lactato sdo produzidos. Além disso, ndo sdo capazes de
metabolizar pentoses (MOZZI, 2015).

As BALs homofermentativas produzem principalmente acido latico através da
glicolise (fermentacdo homolatica), enquanto as BAL heterofermentativas produzem,
além do acido latico, CO,, acido acético e/ou etanol, dependendo da presenca de
substratos adicionais atuando como aceptores de elétrons (fermentacao
heterolatica) (NARVHUS; AXELSSON, 2003).

Assim, as BALs heterofermentativas fermentam agucares geralmente pela via
da fosfocetolase. A fermentacao de pentoses como xilose e ribose sao fosforiladas e
convertidas em ribulose-5-fosfato ou xilulose-5-fosfato por epimerases ou
isomerases e subsequentemente metabolizadas pela glicose-6-fosfato ou
frutose-6-fosfato levando a formacdo de piruvato e acetil-P e sua subsequente
convers3o a lactato e acetato, respectivamente (GANZLE, 2014).

Ja as hexoses (ou seja, glicose, frutose e manose) podem ser convertidas em
lactato, CO, e etanol pela glicose-6-fosfato ou frutose-6-fosfato apds isomerizagao
el/ou fosforilagdo. O CO, é um produto da degradagdo do 6-P-gluconato, que ocorre
durante a conversdao de hexoses em pentoses. A enzima especifica da via
heterofermentativa € a D-xilulose-5P fosfocetolase, que catalisa a conversao da
xilulose-5P em gliceraldeido-3-fosfato (GAP) e acetil-P (MOZZI, 2015).

A via da fosfocetolase gera acetilfosfato como intermediario metabdlico rico
em energia, que é reduzido a etanol como produto final com oxidagao concomitante
de dois cofatores reduzidos, NADH, a NAD+. Se a frutose estiver presente, as
bactérias acido-laticas heterofermentativas geralmente reduzem a frutose a manitol

com oxidacdo concomitante de NADH a NAD+. Isso permite a conversdo de
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acetil-fosfato em acetato, juntamente com a sintese de ATP a partir de ADP e um
aumento adicional da eficiéncia metabdlica (GOBBETTI et al., 2005).

O piruvato tem um papel fundamental nas vias de fermentagdo pois
geralmente atua como um aceptor de elétrons para formar o acido latico e ajuda a
manter o equilibrio redox intracelular. No entanto, dependendo da espécie de BAL, o
piruvato pode ser metabolizado por diferentes enzimas levando a sintese de
diferentes metabdlitos como diacetil/acetoina, formato e acetil-coA, que
posteriormente podem produzir etanol ou ATP e acetato. Além disso, oxigénio e
frutose podem ser usados como aceptores alternativos de elétrons em vez de
piruvato (SCHNURER; MAGNUSSON, 2005).

Além dessas principais rotas de energia, as respostas fenotipicas a condicdes
de nutrientes variaveis envolvem o uso de aceptores externos de elétrons e/ou o0 uso
simultdneo de varias fontes de energia, muitas vezes associadas a sistemas de
captacdo induziveis e/ou interagdbes com substancias enddgenas e enzimas
exogenas (NARVHUS; AXELSSON, 2003).

Quando as bactérias sdo expostas a uma mistura de fontes de carbono, elas
escolhem o substrato que oferece o0 maximo de aproveitamento para o crescimento
ou 0 uso obrigatério de substratos ndo convencionais. As cofermentagdes sao
alternativas metabdlicas que permitem que as BALs utilizem substratos néao
fermentaveis, aumentando assim sua adaptabilidade. Um co-metabolismo de citrato
e maltose ou glicose foi observado em F. sanfranciscensis (DAMIANI et al., 1996).

Sendo assim, a competitividade dos lactobacilos heterofermentativos no
sourdough é atribuida ao metabolismo eficiente da maltose e da sacarose. A
utilizacao desses dissacarideos nado é reprimida pela glicose e é preferida ao
metabolismo da glicose por muitas BAL, incluindo F. sanfranciscensis e L. reuteri. O
metabolismo da maltose e da sacarose pela maltose fosforilase e sacarose
fosforilase gera glicose-1-fosfato sem gasto de ATP e, portanto, aumenta o
rendimento energético do metabolismo da hexose. A utilizacdo efetiva da frutose
como aceptor de elétrons para alcangar a regeneragao do cofator € um segundo
fator importante para a competitividade de lactobacilos heterofermentativos
(GANZLE, 2014).

Nesse sentido, o uso de frutose como aceptor de elétrons é preferivel ao uso
de frutose como fonte de carbono por lactobacilos heterofermentativos. Praticamente

todas as cepas de F. sanfranciscensis reduzem a frutose a manitol, mas muitas
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cepas nao usam a frutose como fonte de carbono. Em geral, a relevancia pratica
para o uso de aceptores externos de elétrons € a mudanga do quociente de
fermentagao (razao molar lactato/acetato), que afeta positivamente nas propriedades
sensoriais da panificagéo, e vida util do produto final (GOBBETTI, 1998).

Peptideos e aminoacidos livres sao indispensaveis para o metabolismo do
nitrogénio das BAL (GOBBETTI; GANZLE, 2013). Durante a fermentacéo sourdough
ha um aumento da protedlise que é atribuida a atividade proteolitica das BAL e
ativagcdo de protedlise por enzimas de cereais sob as condigbes acidas de
sourdough fermentagédo (GOBBETTI; CORSETTI; ROSSI, 1994; THIELE; GANZLE;
VOGEL, 2002). A protedlise durante a fermentagcdo do sourdough ocorre em dois
estagios: 1- protedlise primaria, que libera oligopeptideos, ¢é realizada
principalmente por proteinases enddgenas de cereais que sdo ativadas em pH
baixo; 2- protedlise secundaria, que libera aminoacidos livres e pequenos peptideos,
e é realizada exclusivamente pela atividade da peptidase da BAL (GOBBETTI;
GANZLE, 2013).

A glutamina é o aminoacido mais abundante da proteina do trigo e as BAL
podem converter a glutamina em glutamato, o que melhora a adaptagdo da BAL a
acidez do sourdough devido ao consumo de prétons e liberagdo de ambnia,
aumentando assim o pH ambiental. O catabolismo de aminoacidos por BAL tem
implicagdes no que diz respeito as propriedades sensoriais dos produtos de
panificagdo e tem também um papel importante para a obtencdo de energia em
condicdes limitadas de nutrientes (NARVHUS; AXELSSON, 2003).

A formacado de exopolissacarideos por BAL decorre da atividade da
glucanossucrase ou frutanossucrase. Essas enzimas sao extracelulares ou
associadas a parede celular e convertem a sacarose em frutanos poliméricos
(frutanossucrases) ou glucanos (glucanossucrases). A produgédo desses polimeros
frutanos (inulina e levana) e glucanos (dextrana, reuterana ou mutana) melhora o
volume, a textura e retarda o envelhecimento do pdo. A conversao de sacarose por
glucanossucrases e frutanossucrases, no entanto, também libera frutose e aumenta
a formacao de acido acético por lactobacilos heterofermentativos (MENDE; ROHM,;
JAROS, 2021).

As BAL sao as que mais contribuem para o processo de acidificagcdo da
massa, enquanto as leveduras sdo as principais responsaveis pela fermentagao. No

entanto, BAL heterofermentativas também sdo conhecidas por contribuir
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parcialmente para o processo de fermentacdo (GOBBETTI; CORSETTI; ROSSI,
1995).

As leveduras realizam a producdo de CO, na fermentagao e trabalham de
forma sinérgica e antagbnica ao lado das BAL. Produzem ésteres, acidos orgénicos
e alcoois, que afetam tanto a atividade bacteriana quanto o sabor dos paes
(CORSETTI, 2013; DE VUYST, VAN KERREBROECK; LEROQOY, 2017).

Para a producdo de dioxido de carbono, as leveduras utilizam a glicose
presente no meio como fonte de energia. A agao da alfa e beta amilase da farinha
no amido danificado origina a maltose (o dano ao amido ocorre na estrutura durante
a moagem). Esse dissacarideo (maltose) é transportado para dentro da célula, onde
€ decomposto em duas moléculas de glicose. As alteragcbes metabdlicas a essa
nova fonte de glicose do amido s6 s&o ativas quando a levedura detecta a presenca
de maltose no meio, e seu funcionamento leva algum tempo (fase lag). Quando o
agucar nado € adicionado a massa, o fator limitante da produgcéo de gas € a
quantidade de maltose disponivel (GANZLE, 2014).

A quantidade de amilase na farinha determina o grau de producao de glicose
a partir do amido, dependente também da presenca de amido danificado. Quase
95% dos monossacarideos formados pela hidrolise do amido sdo convertidos pela
rota 'Embden-Meyerhof-Parnas' ou glicdlise antes da fermentagado. Isso leva a
formagcado de acido piravico, que é descarboxilado em acetaldeido durante a
fermentagdo com a liberacdo de dioxido de carbono. E o acetaldeido é
posteriormente reduzido a etanol via alcool desidrogenase (PROST et al., 2012).

Um dos principais subprodutos da fermentacdo por BAL sdo os acidos
organicos. Eles afetam a rede de gluten, a elasticidade da massa e propriedades
sensoriais que caracterizam e distinguem os produtos resultantes da fermentagao
sourdough daqueles obtidos por fermentacdo comercial (DE VUYST;, NEYSENS,
2005; SIEPMANN et al., 2019). O crescimento de BAL leva a diminui¢do do pH com
posterior hidrolise do amido e proteina, esses fatores favorecem o crescimento de
leveduras. Por outro lado, as leveduras liberam aminoacidos (durante a autdlise) que
favorecem o crescimento da BAL. Esse sinergismo na microbiota resulta em varios
beneficios (SIEPMANN et al., 2018). A Figura 3 apresenta o metabolismo de
lactobacilos homofermentativos (A) e lactobacilos heterofermentativos (B) em

sourdough.
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Figura 3 - metabolismo de /actobacilos homofermentativos (A) e lactobacilos

heterofermentativos (B) em sourdough.
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Fonte: Ganzle et al., (2023).

3.5 FERMENTAGAO NATURAL COMO FERRAMENTA DE BIOPRESERVAGAO NA
PANIFICACAO

3.5.1 Compostos antifungicos produzidos via fermentagao sourdough

Ha séculos as BAL sao exploradas como microrganismos bioconservantes e
desempenham papel fundamental na fermentagao de diversos alimentos envolvendo
leite, carnes, vegetais e fermentos, na qual produzem uma rapida acidificacédo da
matéria-prima (CROWLEY; MAHONY; VAN SINDEREN, 2013). Diversos géneros de
BAL tem demonstrado atividade antimicrobiana nos alimentos e sdo estudados para
aumentar a seguranga dos alimentos e prolongar a vida util: Lactococcus,
Streptococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Enterococcus,
Carnobacterium, Aerococcus, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e
Weisella (ANANOU et al., 2007).

O potencial antifungico de determinadas espécies de BAL é oriundo da sua
capacidade de produzir metabdlitos especificos, entre eles: diferentes acidos
organicos, como acido latico, acido acético e acido propidnico, que reduzem o pH,;
acidos graxos hidroxilados de cadeia curta, acido fenilatico, dipeptideos ciclicos,
reuterina (GANZLE, 2015; GOBBETTI; GANZLE, 2013; OUIDDIR et al., 2019;
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SCHNURER; MAGNUSSON, 2005). Além disso, essas substancias possuem
sinergia com bacteriocinas, lactocinas e nisinas (GARCIA; BERNARDI; COPETTI,
2019).

Os acidos organicos (como acido latico, acético e propidnico) sdo os produtos
finais da fermentacdo a partir do metabolismo de carboidratos pelas LAB. A
producdo desses acidos organicos fracos resulta em um ambiente acido que
geralmente restringe o crescimento de bactérias e fungos. Os efeitos
antimicrobianos desses acidos sao atribuidos a redugao do pH a um nivel abaixo da
faixa de crescimento e inibigdo metabdlica por moléculas de acidos orgéanicos néo
dissociados (BATISH et al., 1997).

Nesse sentido, o acido propidnico exerce atividades antifungicas e apresenta
um valor de pKa de 4,87, que é mais alto do que o acido acético (pKa 4,76)
(SCHNURER; MAGNUSSON, 2005). O &cido fenil-latico (AF) € um metabdlito
antifungico que esta envolvido no metabolismo da fenilalanina (LAVERMICOCCA,;
VALERIO; VISCONTI, 2003). O AF tem sido amplamente relatado como um
composto antimicrobiano, que possui amplo espectro antibacteriano e acéao
antifungica, e talvez, seja um dos acidos organicos antifungicos de BAL mais
extensivamente estudados (CROWLEY; MAHONY; VAN SINDEREN, 2013). O papel
dos AFs insaturados e hidroxilados na atividade de inibicado do crescimento fungico
esta diretamente ligada a sua interagdo com a membrana fungica e ao aumento de
sua permeabilidade.

Através da capacidade dos AFs de penetrar na camada lipidica da membrana
dos fungos, esses metabdlitos aumentam a fludez da membrana.
Consequentemente, como resultado, ha alteragées nas estruturas das proteinas de
membrana, extravasamento de componentes intracelulares e rompimento do
citoplasma que levam a degradacéao celular. Além disso, a posi¢ado e configuragéo
das duplas ligagdes, grupos hidroxila e estrutura dos AFs e acidos graxos sao fator
essencial para possuirem grande atividade inibitéria. Estudos observaram que AF
hidroxila insaturados e saturados nao tem atividade antifungica em comparagao com
os AF monohidroxi insaturados (BLACK et al., 2013; DALIE; DESCHAMPS;
RICHARD-FORGET, 2010).

Os acidos carboxilicos também estdao sendo estudados pelo seu potencial
como agentes antifungicos derivados de BAL. Nove acidos carboxilicos, incluindo

trés derivados do acido cindmico, acido D-glucurénico e &acido salicilico foram
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isolados como compostos antifungicos de L. amylovorus DSM 19280 (RYAN et al.,
2011). Os acidos benzoico, vanilico, azealico, hidrocindmico e acidos
hidroxibenzéicos, em conjunto com outros acidos carboxilicos, foram isolados de
Weisella cibaria PS2 e trés espécies de Lactobacillus spp. por Brosnan et al., (2012).
Assim como, hidrocindmico, azealico, vanilico p-courdamico e acido
4-hidroxibenzdico, foram produzidos por L. reuteri (GUO et al., 2012).

Ja os dipeptideos ciclicos estdo envolvidos no mecanismo de “quorum
sensing” das BAL, regulando alteragbes do comportamento em resposta a
mudancas na densidade celular e composicao de espécies da comunidade. Seu
mecanismo de acgdo é de forma sinérgica com outros metabdlitos antifungicos e
ocorre em concentragdes elevadas em comparagdao com derivados de AFs.
Igualmente, o alcool feniletilico age no “quorum sensing” em S. cerevisiae, e podem
produzir micocinas (toxinas assassinas) que também estdo envolvidas no efeito
inibitorio do sourdough (HATOUM; LABRIE; FLISS, 2012; STROM et al., 2002).

Os acidos graxos possuem propriedades antibacterianas e antifungicas. O
comprimento de cadeia do acido graxo parece desempenhar um papel importante na
acao antimicrobiana, sendo comprimentos de cadeia mais longos considerados
6timos para inibicdo. Apesar de estudos anteriores mostrarem que o acido laurico
(C12) e acido caprico (C10) eram os acidos graxos mais potentes contra C. albicans
(BERGSSON et al., 2001). Outros acidos graxos de cadeia curta com atividade
antifungica também foram descritos. Foi descrita a capacidade das BALs em
produzir acidos graxos hidroxila a partir do acido linoléico. Black et al., (2013)
descreveram a conversao de acido linoléico em acido graxo mono-hidroxi
octadecandico por L. hammesi DSM 16381, que apresentou caracteristicas
antifungicas contra A. niger.

Os acidos graxos antifungicos podem particionar as bicamadas lipidicas das
membranas fungicas, resultando na perda da integridade da membrana. Ainda, o
aumento da fluidez causa permeabilidade da membrana, que resulta na liberagao
exacerbada de eletrélitos e proteinas intracelulares e, por sua vez, leva a
desintegragédo citoplasmatica das células fungicas (CROWLEY; MAHONY; VAN
SINDEREN, 2013).

Outros compostos antimicrobianos também estdo envolvidos na atividade
inibitéria do metaboloma microbiano, como a composi¢ao de antioxidantes fendlicos.

Os compostos fendlicos livres podem ser liberados por meio de reacdes quimicas ou
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enzimaticas no substrato de cereais e posteriormente podem ser metabolizadas por
BAL. Esse metabolismo pode ser amplificado através da acdo de enzimas
microbianas especificas da cepa (BLACK et al., 2013).

Entre os mecanismos de acéo celular desses antioxidantes fendlicos estéo:
alteracbes na estrutura e fungcdo do DNA, mudancgas no equilibrio osmético, indugao
do estresse apoptético oxidativo, inibicdo da sintese de ergosterol, abertura de poros
na membrana fungica e reducdo da biomassa micelial (GANZLE; ZHENG, 2019).

Cepas de quase todos os géneros de BAL demonstraram produzir
substancias proteicas antimicrobianas diferentes, chamadas bacteriocinas. A maioria
desses compostos pode se inserir na membrana celular de microrganismos, levando
assim a inibicdo do crescimento pela formagao de poros (NARVHUS; AXELSSON,
2003).

A reuterina (y-hidroxipropionaldeido), produzida por L. reuteri, possui atividade
antimicrobiana contra diversos grupos de microrganismos, incluindo fungos. Seu
efeito foi demonstrado na inibicdo do crescimento de Candida, Torulopsis,
Saccharomyces, Aspergillus e Fusarium (Bianchini, 2015). Além disso, este
composto de baixo peso molecular exibiu atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, como Salmonella typhimurium e E. coli K12, ao
mesmo tempo que inibiu o crescimento de uma variedade de bolores e leveduras,
incluindo Candida albicans e Aspergillus flavus (GANZLE, 2015).

Estudos sobre compostos proteicos antibacterianos, por exemplo,
bacteriocinas, sdo extensos em comparagao com peptideos com propriedades
antifungicas (RIZZELLO et al., 2011). Cinco peptideos antifungicos foram
identificados em extratos soluveis em agua de sourdough fermentado com Lb. brevis
AM7. A atividade foi observada para P. roqueforti DPPMAF1 (CODA et al., 2008).
Outro estudo avaliou os extratos soluveis em agua/sal a partir de um fermento
produzido com L. plantarum 1A7 e revelou a agao de nove novos peptideos
antifungicos (CODA et al., 2011).

Os peptideos antifungicos sdo metabdlitos das BAL que possuem efeitos
inibitérios no crescimento micelial, alteragdes na morfologia de esporos, interferéncia
com vias metabdlicas e principalmente destruicdo das membranas celulares e
posteriormente agao nas proteinas intracelulares, organelas e nucleos (LI et al.,
2021; SHEHATA et al., 2019).
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Rizzello et al., (2011) estudaram a atividade antifungica de L. plantarum contra
P. roqueforti na fermentagao sourdough. Apés a fermentagéo, o extrato soluvel em
agua/sal obtido perdeu sua atividade inibitéria contra P. roqueforti apés o tratamento
com tripsina. E assim, nove novos peptideos antifungicos foram identificados. Outros
estudos também indicaram que na sintese de compostos inibitérios pelas BAL
também séao liberados peptideos antimicrobianos por meio de protedlise (CODA et
al., 2008, 2011).

No entanto, sdo necessarios mais estudos para identificar e quantificar de
forma mais completa os metabdlitos antifungicos produzidos pelas BAL. E
atualmente, através da metaboldbmica €& possivel compreender os mecanismos
biologicos através da investigacao de seus metabdlitos. A Figura 4 representa os

compostos antifungicos produzidos por bactérias acido laticas.

Figura 4 - Compostos antiflingicos produzidos por bactérias acido laticas
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BAL -Acidos carhoxilicos

e ~

Fonte: Adaptado de Liu et al., (2022).

3.5.2 Fatores que afetam a producao de compostos antifungicos via

fermentagao sourdough

Diversos estudos relataram a inibicdo de crescimento fungico por BAL
(ARORA et al., 2021; AXEL et al., 2016a; BATISH et al., 1997; CiISAROVA;
TANCINOVA; BRODOVA, 2015; DAL BELLO et al., 2007; OUIDDIR et al., 2019;
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QUATTRINI et al., 2019). No entanto, enquanto a maioria descreve a atividade
inibitéria das BAL, poucos relatam a caracterizacdo de compostos ou seus
mecanismos de acao (BIANCHINI, 2015).

Diversos fatores foram identificados por interferirem na capacidade das BAL
em aceitar elétrons e atuar na produgédo de varios acidos orgéanicos antifungicos
durante a fermentacdo como: taxa de crescimento bacteriano; atividade enzimatica;
disponibilidade de frutose; teor de proteina e, especialmente, a disponibilidade de
aminodacidos (GOBBETTI; CORSETTI; ROSSI, 1995).

Varios métodos tém sido desenvolvidos para aumentar o potencial da
atividade antifungica do fermento sourdough em termos de eficiéncia ou espectro de
acao. Algumas dessas abordagens incluem a adicdo de moléculas
potencializadoras como precursoras para desencadear vias biossintéticas e a
inducdo de condicbes de estresse as culturas ou associacado de culturas microbianas
com outras moléculas ativas (SALAS et al., 2017).

Porém, a producao dos compostos antifungicos depende, principalmente, do
periodo de fermentacao, pH e temperatura (CORSETTI et al., 1998). Em estudo de
(MUHIALDIN; HASSAN; SAARI, 2018)foi identificada a otimizacdo dessa produgao
apos o periodo de 24 h para Leuconostoc mesenteroides DU15 e 48 h para trés
cepas de L. plantarum. Eles destacaram a importancia de determinar as condi¢des
ideais de crescimento de cada BAL para maximizar a producdo de compostos

inibitorios.

3.5.2.1. Temperatura e periodo de incubagéo

A escolha da temperatura e do tempo de fermentacdo podem modular a
producao de compostos antifungicos e assim potencializar a agdo conservante do
sourdough. Essas condicbes variam dependendo das espécies de BAL
selecionadas. Normalmente a produgdo de compostos antifungicos € maxima no
final da fase logaritmica de crescimento. No inicio da fase estacionaria, a produgéo
de compostos antifungicos diminui em decorréncia da metabolizagdo bacteriana ou
da degradagao enzimatica desses compostos bioativos (BATISH et al., 1997).

Roy et al., (1996) indicaram que a temperatura e o periodo de incubagao s&o

os dois fatores criticos no que diz respeito a produg¢ao de antimicrobianos por BAL. A
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quantidade maxima de substancias antifungicas produzidas por L. lactis contra A.
fumigatus foram produzidas a 30 °C apds 48 a 72 h, dentre diferentes periodos de
incubacado testados. Uma tendéncia semelhante foi registrada por Batish et al.,
(1990) através da fermentacdo de L. acidophilus, na qual a produgdo maxima de
acido fenillatico (AF) ocorreu a 30 °C apds 48 h de incubacéo. E a 25 °C a produgao
maxima de AF foi obtida somente apds 72 horas. Também, a reducdo de AF apds
incubacao prolongada foi observada na pesquisa, sugerindo a conversao de AF para
outros metabdlitos ou a degradagao enzimatica.

Black et al., (2013) indicaram que o periodo de fermentacdo interfere na
quantidade de &acidos organicos antifungicos produzidos. Em sua pesquisa foi
produzido sourdough com L. hammesii e F. sanfranciscensis fermentando por até 8
dias. As amostras foram coletadas a cada 12 horas para analise de acidos graxos
antifungicos e as areas de pico para o acido graxo hidroxi C18:1 foram atingidas em
2 dias de fermentagdo. Foi concluido que os niveis dos compostos analisados se
mantiveram constantes durante os dias subsequentes. Assim, os paes foram
fermentados por 2 dias para atingir o tempo necessario para produgao maxima dos
compostos antifungicos.

A temperatura de fermentacao influencia o quociente de fermentacgao, que € a
proporcao de acido latico para acido acético. Temperaturas mais altas causam maior
produgdo de acido latico, aumentando assim a acidificagdo dos sourdoughs
(CORSETTI, 2013). No entanto, nem sempre as temperaturas mais altas ocasionam
um pH mais baixo, em comparagdo com sourdoughs fermentados em temperaturas
mais baixas. Contudo, em geral, levam a uma maior acidez total titulavel (TTA)
(VOGELMANN; HERTEL, 2011). e, por outro lado, podem ser prejudiciais para o
metabolismo das leveduras devido ao aumento da acidez (DE VUYST, VAN
KERREBROECK; LERQY, 2017).

Baixas temperaturas de fermentagcdo retardam a acidificacdo pelas BAL e
favorecem o crescimento de leveduras, producao de etanol, diéxido de carbono (e,
portanto, fermentagdo) e formacédo de sabor (HAGGMAN; SALOVAARA, 2008a,
2008b).

Em baixas temperaturas, as leveduras crescem bem em associagdo com
BAL, pois além de realizar a fermentacdo de glicose, também hidrolisam
glucofrutanos. Como resultado, a frutose € metabolizada como um aceptor externo

de elétrons alternativo (por BAL heterofermentativas) gerando manitol, que por sua
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vez aumentam a formacédo de acidos e o sabor tipico de sourdoughs tipo |
(GOBBETTI et al., 2005; GOBBETTI; GANZLE, 2013).

Nos sourdoughs tipo Il, em geral, a rapida acidificagao pelas BAL dificulta o
crescimento das leveduras naturalmente presentes. Assim, os glucofrutanos ndo séao
utilizados pelas leveduras e ndao ha frutose para producido de acetato pelas BAL,
dificultando a fermentagao (CORSETTI, 2013).

3.5.2.2. Rendimento de massa e pH

A producédo e atividade dos metabdlitos antifungicos produzidos pelas BAL
podem variar em diferentes niveis de pH. Batish et al., (1997) observaram em seu
estudo que € evidente um aumento ou uma diminuigdo no crescimento das BAL
devido a variagdes de pH que resultaram em aumento ou diminui¢gao na producao de
AF pelas culturas.

No pH citoplasmatico, o &acido latico se dissocia, determinando a fase
estacionaria do crescimento, mesmo que ainda haja nutrientes disponiveis. Situagao
semelhante também ocorre com o acido acético.

Varios mecanismos regulam a homeostase do pH intracelular e a ATPase
translocadora de protons € a mais importante para as bactérias fermentativas. A
sobrevivéncia sob condi¢des acidas € positivamente afetada por uma adaptacéo ao
baixo pH, um mecanismo conhecido como resposta de tolerancia acida (GANZLE,
2014).

A producdo de bacteriocinas antifUngicas por cepas de Lactobacillus tém
atividades otimas em pH 3,0— 4.0, contudo foi identificada a inibigdo fungica em paes
com valores finais de pH acima de 4,8 (MENTES; ERCAN; AKCELIK, 2007).

As proteases nas farinhas de trigo e centeio também s&o afetadas pelo pH,
visto apresentarem atividade otimizada na faixa de pH de 3,5 a 4,5. A protedlise,
seguida pelo metabolismo de peptideos por BAL (que os utilizam para atender sua
demanda de nitrogénio), € uma das principais rotas de formacdo de metabdlitos
antifungicos (GANZLE; VERMEULEN; VOGEL, 2007). Assim, a fermentacéo
sourdough permite alta atividade de protease e a concentracdo de aminoacidos
aumenta de 5 a 10 vezes durante a fermentagdo. Os aminoacidos sao importantes

precursores para a formacdo do sabor pelo metabolismo latico e da levedura
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(GANZLE, 2014). Thiele et al., (2002) demonstram que a quebra proteolitica foi
aumentada em pH baixo.

O rendimento de massa (RM) reflete a proporgcao entre farinha e agua no
sourdough e, portanto, trata da consisténcia do sourdough. Afeta diretamente a
atividade de agua e pH dos fermentos, pois quanto menor o rendimento, maior a
quantidade de farinha fornecendo a microbiota mais carboidratos fermentaveis e
também maior capacidade de tamponamento (maior teor de cinzas), como
consequéncia afeta a atividade de enzimas endogenas da farinha, diminuindo a taxa
de acidificagdo, levando a um pH mais alto (DE VUYST, VAN KERREBROECK;
LEROY, 2017).

Além disso, a propor¢ao de BAL para levedura € influenciada pelo RM. Em
valores altos de RM ha aumento no crescimento de BAL sobre o de leveduras
(MINERVINI et al., 2014), embora baixas propor¢des de BAL para levedura sejam
encontradas em fermentos com baixo RM, em comparagdo com os de alto RM (DI
CAGNO et al., 2014).

O RM também tem um impacto na dindmica e/ou diversidade de espécies,
pois altera os valores de pH. Valores de pH baixos estimulam lactobacilos tolerantes
a acidos, enquanto valores mais altos selecionam espécies de Enterococcus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus e Weissella (APONTE et al., 2013).

Em sourdoughs liquidos, onde o pH diminui consideravelmente apds a mistura
farinha-agua, ha um declinio das espécies BAL (MINERVINI et al., 2014). A
velocidade de acidificacédo do sourdough regula o nivel de F. sanfranciscensis, que
tem seu pH 6timo para crescimento em pH 5.0 (GANZLE; EHMANN; HAMMES,
1998).

3.5.2.3. Meio de crescimento/substrato

A atividade antifungica dos compostos produzidos via fermentagédo sourdough
foi comprovada por Rizzello et al., (2011). Os autores demonstraram que a farinha
de gérmen de trigo possui atividade antifungica para estender a validade de paes

através da fermentacao natural. Em contrapartida, nenhuma atividade antifungica foi
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encontrada para o gérmen de trigo cru, levantando a hipétese de que a atividade
inibitdria foi relacionada a fermentacao.

O meio de crescimento desempenha um papel muito importante na produgao
de metabdlitos microbianos sob diferentes condi¢cdes. Nesse sentido, a utilizacdo de
outras farinhas em substituicdo a farinha de trigo impacta na formagéao de diferentes
acidos organicos (AXEL; ZANNINI; ARENDT, 2017) e pode ser uma fonte potencial
de bioativos vegetais com atividade antifingica (GANZLE, 2015). Estudo realizado
por Rizzello et al.,, (2010) concluiu que a concentragdo de acidos organicos
produzidos por BAL durante a fermentagdo do gérmen de trigo era diferente da
encontrada na fermentagao da farinha de trigo tradicional. O que pode ser explicado
pela diferente composi¢cdo quimica do gérmen de trigo em comparacédo com a
farinha de trigo, com alta concentragdo de a-tocoferol, vitaminas do complexo B,
fibra alimentar, gorduras poliinsaturadas, minerais, fitoquimicos e aminoacidos
essenciais.

Estudo realizado por Axel et al., (2015) avaliou a capacidade antifungica de
fermento produzido a partir de farinha de quinoa, comparativamente ao controle
elaborado com farinha de trigo, como alternativa para a producdo de paes sem
gluten. A farinha de quinoa é rica em aminoacidos essenciais e alta em proteinas e
minerais, caracteristicas que resultaram em maior produgdo de acido latico com
valores de acidez total titulavel superiores, em comparagdo com o fermento
produzido a partir da farinha de trigo.

Outra pesquisa realizada por Axel et al., (2016) investigou a produgado de
compostos antifungicos apés a fermentagao da farinha de quinoa e farinha de arroz.
A fermentagdo sourdough de quinoa e farinha de arroz usando as cepas L. reuteri
R29, L. brevis R2 e L. brevis L1105 gerou diferentes perfis de acidos carboxilicos,
sendo que a massa fermentada de quinoa apresentou maior concentracdo de acidos
carboxilicos. E quando foi utilizada L. reuteri R29 houve maiores concentragdes de
acido acético e latico, além de acidos carboxilicos. Os resultados foram
correlacionados com o teor de proteina superior da farinha de quinoa e sua alta
atividade protease.

A degradacdo do amido é fundamental durante a fermentacao pelas BAL e
dependendo da atividade das enzimas que degradam o amido das farinhas, sao
produzidos diferentes agucares fermentaveis. Nas massas fermentadas a partir da

farinha de trigo, a maltose é a principal fonte de carbono disponivel
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(SEKWATI-MONANG; VALCHEVA; GANZLE, 2012). Axel et al., (2016) analisaram
massas fermentadas a partir de farinhas sem gluten (farinha de quinoa e farinha de
arroz) e identificaram auséncia ou menor atividade da - amilase e
consequentemente n&o houve detecgdo de maltose. Concluiram que a glicose foi a
fonte de carbono predominante nesses fermentos sem gluiten e que a
amiloglucosidase contribui principalmente para a produgéo de glicose fermentavel na
farinha de arroz e na farinha de quinoa.

Estudo realizado por Quattrini et al., (2019) explorou o uso de fermento
adicionado de semente de linhaga (rica em acido linoleico) para aumentar a
formagao de acidos graxos hidroxilados antifungicos. O pao produzido com fermento
de linhaga continha niveis mais elevados de acetato do que os paes de trigo, porém
a linhagca também contém mucilagem com alta capacidade de ligagao a agua, o que
pode acelerar a deterioragdo por fungos. Os autores sugerem que o acido linoleico
ligado aos triglicerideos impede a formagao do acido 10-hidroxi- 12-octadecaendico
por L. hammesii, que possui atividade antifungica. Estudos anteriores com o objetivo
de converter o 6leo vegetal em lipidios bioativos por BAL empregaram lipase para
alcancar a hidrolise de triglicerideos (QUATTRINI et al., 2019).

Em contrapartida, Black et al., (2013) demonstraram que L. hammesii
DSM16381, isolado de um fermento natural, converteu &cido linoleico em acido
monohidroxi octadecendico, apresentando atividade antifungica. Esta converséao foi
observada em fermentagcbes suplementadas com acido linoleico. O acido
monohidroxi octadecendico em combinagcdo com acido coridlico inibiu o crescimento
de fungos na massa de pado. Ainda, o uso de &cido coridlico e metabdlitos
antifungicos de acido linoleico como antifungicos naturais podem inclusive substituir
fungicidas no tratamento de sementes e protegao das colheitas.

O teor de fibras da farinha influencia no metabolismo microbiano através da
sua capacidade de tamponamento, resultando em alteragdes nos perfis de pH e
TTA. Portanto, um sourdough isento de farelo teria um TTA e pH diferentes de um
sourdough com farelo, nas mesmas condigcbes de fermentagcdo (GOBBETTI;
CORSETTI; ROSSI, 1994).

As cinzas presentes na farinha também atuam como um agente tampdo. A
maior concentragao de minerais como ferro, sédio, potassio, magnésio e fésforo,
viabiliza que a fermentacao latica acontega por mais tempo, antes de ser suprimida

pela baixa do pH, resultando em maior acidez em um tempo de fermentagcdo mais
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curto o que poderia potencializar a produgdo de compostos antifungicos
(SALOVAARA; VALJAKKA, 1987).

A producgao de acido aceético, importante metabdlito antifungico, pela acéo do
metabolismo de carboidratos das BAL pode ser ajustado pela adigdo de pentoses ou
pela adicdo de sacarose como aceptor de elétrons no metabolismo
heterofermentativo. Além da atividade antifungica, o acido acético também afeta o
sabor e textura de pao (GANZLE, 2015; GEREZ et al., 2010).

3.5.2.4. Sinergia entre os compostos antifungicos

A atividade inibitéria de BAL sobre fungos pode resultar da produgao de
metabdlitos como acidos organicos (em particular, acido latico, propiénico e acético),
diéxido de carbono, etanol, peréxido de hidrogénio, diacetil, reuterina, e outros
metabdlitos de baixo peso molecular (BIANCHINI, 2015).

Pesquisas comprovam que a maior atividade inibitéria do crescimento fungico
nos paes é resultante de um efeito sinérgico entre os metabdlitos formados
(CORSETTI et al., 1998; RIZZELLO et al., 2010). Gerez et al., (2010) analisaram a
atividade antifungica das cepas de LAB e verificaram que esse efeito se mostrou
dependente da proporg¢ao de cada acido formado, assim como do pH resultante.

Acredita-se que o acido acético tenha um efeito sinérgico com o acido latico
na prevencgao do crescimento de fungos, no entanto, o acido acético é descrito como
mais potente devido ao seu maior valor de pKa fazendo com que tenha um maior
nivel de dissociagao dentro da célula (BATISH et al., 1997).

Varios acidos organicos produzidos por BAL foram considerados inibidores
fungicos e acredita-se que efeitos sinérgicos estejam envolvidos nessa agao. Por
exemplo, uma mistura de acido acético, formico, propiénico, butirico, caproéico e
acido n-valérico, foi considerado responsavel pelo amplo espectro da atividade
antifungica de F. sanfranciscensis CB1, sendo o acido capréico fundamental na
atividade antifungica (CORSETTI et al., 1998).

Niku-Paavola et al., (1999) referiram que atividades complexas e sinérgicas
entre acidos organicos e peptideos sao responsaveis pela atividade antifungica de
bactérias laticas. Em sua pesquisa, a inibicado de 100% de P. agglomerans ocorreu

pela combinagcdo de todos os compostos de referéncia e acido latico. Esse efeito
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surpreendente pode ter ocorrido devido ao fato de que os compostos
antimicrobianos juntos interagiram uns com o0s outros, bem como com o0s
organismos de teste. Contudo, dependendo dos compostos presentes, as reacdes

podem ocorrer de forma diferente, resultando em agao sinérgica ou antagonica.

3.5.2.5. Linhagem de BAL presente no fermento

O efeito antifungico dos compostos produzidos pelas BAL também é
dependente da linhagem de BAL presente. De acordo com a literatura, diferentes
compostos antifungicos sao produzidos. Estudos apontam que as BAL que mais
produzem compostos antifingicos s&o género de Lactobacillaceae (GANZLE; QIAO;
BECHTNER, 2023).

Gerez et al, (2009) avaliaram 95 linhagens de BAL homo e
heterofermentativas quanto a sua atividade antifungica. Destas, apenas quatro
linhagens isoladas de fermento sourdough (L. plantarum CRL 778, L. reuteri CRL
1100, L. brevis CRL 772 e L. brevis CRL 796) foram capazes de inibir o crescimento
de Aspergillus niger e Penicillium sp. O efeito antifungico destas foi relacionado a
producao de acidos latico, acético e fenilatico e foi dependente do pH e da
proporgao de cada acido identificado.

A producdo de bacteriocinas ou substancias inibidoras do tipo bacteriocina
(BLIS) produzidas por BAL durante a fermentagao sourdough foram relacionadas a
linhagens especificas. L. bavaricus MI401 foi relacionada a produgao bavaricina A
por Larsen et al., (1993), L. plantarum ST31 a plantaricina ST31 (TODOROQV et al.,
1999) e F. sanfranciscensis C57 a BLIS C57 (CORSETTI; GOBBETTI; SMACCHI,
1996). Todas essas bacteriocinas apresentam resisténcia ao calor e a acidez e
algumas delas s&o ativas contra Bacillus, Staphylococcus e Listeria spp. No entanto,
€ importante salientar que BLIS de L. lactis M30 demonstraram eficacia na redugao
do crescimento de algumas BAL que frequentemente predominam durante a
propagacao do sourdough e portanto, podem influenciar na formagao da complexa
microflora do fermento e contribuir na implantacdo e estabilidade de bactérias
resistentes, como F. sanfranciscensis (CORSETTI; SETTANNI; VAN SINDEREN,
2004).



45

Nesse sentido, uma triagem em 437 cepas isoladas de Lactobacillus em 70
sourdoughs, indicou a producéo de BLIS por apenas cinco lactobacilos (L. pentosus
2MF8 e 8CF, L. plantarum 4DE e 3DM e Lactobacillus sp. CS1) (CORSETTI;
SETTANNI; VAN SINDEREN, 2004). Ainda, Corsetti et al., (1998), em seu estudo,
identificaram que diferentes espécies e, as vezes, diferentes linhagens da mesma
espécie, podem produzir diferentes misturas de acidos organicos que resultam em

atividade antifungica.

3.5.2.6. Oxigénio

O oxigénio é introduzido na massa fermentada por meio da alimentagao,
mistura e sova, e é consumido por atividades enzimaticas e microbianas (DECAMPS
et al, 2016; JOYE et al, 2012). A fermentagcdo sourdough prossegue
semianaerobicamente. O uso de oxigénio como aceptor externo de elétrons
alternativo pode causar uma mudanca do etanol para a producao de acido acético
(REALE et al., 2016). Assim, a presenga de oxigénio pode ter um impacto sobre a
dindmica da comunidade microbiana, cinética de producdo de metabdlitos e
formagao da textura do pdo (GOBBETTI et al., 2005).

O oxigénio disponivel durante a sova podera ser usado pelas leveduras para
o crescimento (JOYE et al., 2012), na auséncia de leveduras, o oxigénio disponivel
sera usado pela lipoxigenase da farinha para oxidar os lipidios em aldeidos, por sua
vez influenciando o perfil de sabor e o processo de panificagcdo (DECAMPS et al.,
2016).

3.5.2.7. Atividade de agua e forga osmotica

A atividade de agua dos sourdoughs esta dentro dos parédmetros que nao
prejudicam o crescimento da maioria das espécies de BAL e leveduras
(PARAMITHIOTIS; TSIASIOTOU; DROSINOS, 2010). No entanto, a adi¢ao de altos
niveis de sal ou agucar pode influenciar o crescimento de BAL e leveduras e, assim,
selecionar espécies osmotolerantes (MINERVINI et al., 2014), influenciando a

formagao de compostos antifungicos.
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O aumento da forga ibnica gerado pela adicdo de sal (NaCl) favorece o
crescimento de leveduras, diminuindo a propor¢ao de BAL para levedura de 1:10
para 1:1. Desta forma, uma baixa concentracao de sal (abaixo de 0,7%) é preferida
para a obtengdo de acidos organicos, visto favorecer o crescimento de algumas
espécies de BAL (SIMONSON; SALOVAARA; KORHOLA, 2003).

3.5.3 Formas de aplicacao de bioconservantes produzidos através de

fermentagao por BAL

Sourdough é um melhorador natural de massa e tem amplas perspectivas de
aplicacdo em produtos de panificagdo. A sua utilizagdo, com o emprego de BAL, é
uma estratégia que possui o potencial de inibir o crescimento de fungos e prolongar
a vida util de paes. Nesse sentido, diferentes formas de aplicacdo do fermento
sourdough foram propostas.

Os estudos mais atuais empregaram com essa finalidade o sourdough tipo Il e
o sourdough tipo lll, além de outras formas uso como extratos de sourdough e
associagdo com outros microrganismos (probidticos) e enzimas. A maioria das
pesquisas utilizou o fermento sourdough fresco em formulagcdes de paes, em
quantidades que variam de 10 % a 40 % sobre o peso de farinha, com posterior
avaliacdo da vida util dos produtos (AXEL et al.,, 2016; BARTKIENE et al., 2019;
DALLAGNOL et al., 2015; DEBONNE et al., 2020; GEREZ et al., 2010; JIN et al.,
2021; RYAN et al., 2008, 2011; SADEGHI et al., 2019).

Nesse sentido, (Luz et al., 2019), avaliaram o efeito antifungico de um
sourdough tipo Il produzido com L. plantarum CECT 749 e L. bulgaricus CECT 4005
em paes. Nesse estudo, foi substituido 20% do peso total dos ingredientes pelo
sourdough e os paes fermentaram por 48h. Como resultados, houve aumento da
vida util dos produtos de 1 a 2 dias em comparagéao ao pao controle com 0,2% de
propionato de calcio.

Nessa mesma linha, lllueca et al., (2023) adicionaram na produgao de paes
25% de fermento sourdough produzido com L. plantarum 5L1 liofilizado (fermentado
por 24 h a 37° C). Os paes fermentaram por 24 h a 28° C. E como resultados, a

adicdo desta cultura starter retardou o crescimento fungico de A. flavus, P.
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verrucosum e P. commune nos paes em diferentes graus, em comparagdo ao
controle (sem aditivos).

Nessa sequéncia, Jin et al., (2021), apés uma triagem in vitro de algumas
cepas de BAL de fermento sourdough tipo | (espontaneo), escolheram a BAL
Pediococcus pentosaceus para produgdo de um sourdough tipo Il em combinagao
com Saccharomycopsis fibuligera e S. cerevisiae. Para a produgdo dos paes
utilizaram cerca de 30% de fermento sourdough tipo Il e o periodo total de
fermentacgao foi de 18 horas (12 h em temperatura ambiente e 6 h sob refrigeragao).
Os péaes fermentados com P. pentosaceus e S. fibuligera (C1) ou P. pentosaceus e
S. cerevisiae (C4) apresentaram atividade antifungica contra A. flavus em relagéo
aos controles (fermento comercial) nos percentuais de 56,4 £ 5,5% (C1) e 56,4%
(C4).

Outro exemplo de estudo, que utilizou o sourdough tipo Il, foi o desenvolvido
por Axel et al., (2016b). Eles conduziram analises in vitro e in situ para pesquisar a
atividade antifungica de trés espécies diferentes de Lactobacillus (Lb. amylovorus
DSM19280, Lb. reuteri R29 e Libra. brevis R2). Os sourdoughs tipo Il foram
fermentados a 30°C (L. amylovorus DSM19280 e L. brevis R2) e 37°C (L. reuteri
R29) por 48 h e adicionados na quantidade 20 % sobre o peso da farinha na
producao dos péaes, que fermentaram por 24 horas a 30°C. No geral, as cepas
apresentaram boa inibicao in vitro contra o fungo Fusarium culmorum TMW4.2043.
Contudo, o pao sourdough fermentado com L. amylovorus teve melhor desempenho
com extensao de vida util (adicdo de seis dias) em relagdo ao pao controle sem
aditivos.

Cabe ressaltar que grande parte dos estudos que utilizaram fermento
sourdough fresco, fizeram uso do sourdough tipo Il. Pois o sourdough tipo | tem
algumas desvantagens incluindo um longo ciclo de fermentacdo e propriedades
instaveis. Tornando o uso de massa fermentada com certas espécies de BAL
inoculadas uma opgao mais atraente (DRAKULA et al., 2021).

Além disso, a maioria desses estudos utilizou o fermento sourdough
produzido com o objetivo de também fermentar os produtos (sem a adi¢cdo de
leveduras comerciais). Contudo, Dallagnol et al., (2019) pesquisaram a durabilidade
de um bioconservante semiliquido (sourdough tipo 1) desenvolvido com quatro
cepas de BAL (L. brevis CRL 772, L. brevis CRL 796, L. plantarum CRL 778 e L.

reuteri CRL 1100). Esse produto foi testado na preservagdo de péaes contra
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Penicillium sp. e o melhor efeito de bioconservacao (vida util de 5 dias) foi obtido na
formulacdo com 40% de sourdough tipo Il contendo L. plantarum CRL 778. Porém,
como agente fermentador na massa dos péaes foi utilizada uma cepa de levedura
comercial.

Nessa perspectiva, alguns estudos produziram fermento sourdough liofilizado
(tipo Ill) e utilizaram nos produtos de panificagdo com o objetivo exclusivo de
conservagao, sem promog¢ao da fermentacdo do produto. Para a fermentacgao,
juntamente com o sourdough tipo lll, foi adicionada a levedura Saccharomyces
cerevisiae que € amplamente utilizada em panificagao.

Ainda, Rizzello et al., (2011) avaliaram a atividade antifungica de um fermento
liofilizado produzido a partir da fermentacdo do gérmen de trigo pelas BAL: L.
plantarum LB1 e L. rossiae LBb5. Foi adicionado 4% desse fermento liofilizado para a
producdo dos paes e como resultado as fatias de paes nao apresentaram
contaminacgao fungica por 28 dias.

Recentemente, uma massa fermentada tipo Ill (farinha de trigo industrial
fermentada por bactérias do acido propidnico e latico em forma de pd) combinada
com uma mistura de probidticos (L. acidophilus, L. casei, Bifidobacterium spp,
Bacillus coagulans) foi utilizada para melhorar a vida util de dois tipos de produtos de
panificagao (pizza e focaccia). A adicao da formulagdo melhorou o prazo de validade
do produto em comparagdo com produtos obtidos por receita convencional em 10
dias (CALASSO et al., 2023).

Sob outro enfoque, um recente estudo comparou a melhora na vida util e
caracteristicas organolépticas de paes sem gluten produzidos com 3 diferentes
formas de massa de gréo de bico fermentada (sourdough tipo |) a 37 °C por 18 h:
fresca, desidratada e liofilizada. Na formulagdo dos pées adicionaram 28% de
sourdough fresco, 14% de sourdough desidratado ou 14% de sourdough liofilizado
(levedura comercial para a fermentagao). A inclusdo de todos os tipos de massa
fermentada nas formulagdes melhorou a vida util em comparagdao com o controle
(sem sourdough). Contudo o sourdough fresco seguido pelo sourdough liofilizado
apresentaram maior conteudo de acidos orgénicos antifungicos.

Outras formas de aplicagdo do fermento sourdough foram utilizadas em
produtos de panificagdo com o objetivo de retardar o crescimento fungico. Entre
eles, estudo realizado por Christ-Ribeiro et al., (2017) utilizaram extrato natural

derivado da biomassa de farelo de arroz fermentado como bioconservante, visando
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aumentar a vida util de massas de pizza. O extrato obtido foi eficiente na redug¢ao da
contaminacgao fungica por um intervalo de 20 dias.

Recentemente, Hernandez-Figueroa et al., (2022) e Hernandez-Figueroa et al.
(2023) utilizaram as BAL L. casei e L. acidophilus na produ¢cdo de um fermento tipo
poolish que foi usado na formulagcdo dos paes apos 48 h de fermentacédo (a
fermentagcdo dos paes ocorreu pela adicdo da levedura S. cerevisiae). Em
conclusdo, apos 14 dias de armazenamento, 90% dos paes produzidos com massa
fermentada por L. acidophilus apresentaram crescimento fungico, mas curiosamente
apenas 10% dos paes com massa fermentada por L. casei apresentaram fungos.

Ja na perspectiva de utilizagcdo de diferentes substratos, Luz et al., (2020)
utilizaram soro de leite em pé fermentado por cepas de L. plantarum para aplicagao
em paes de forma como bioconservante. O produto fermentado por 72 h (liquido) foi
aplicado na formulagéo substituindo 50 % e 100 % da agua. O produto fermentado
demonstrou alta atividade antifungica contra varios fungos toxigénicos dos géneros
Aspergillus, Fusarium e Penicillium. Além disso, os paes produzidos com o meio
fermentado obtiveram uma melhoria na vida util de 1-2 dias em relagdo ao pao
controle (sem aditivos).

Posteriormente, Dopazo et al., (2023) também utilizaram soro do leite como
substrato para a fermentacdo por L. plantarum 5L1 para a produgdo de um
bioconservante. Os resultados evidenciaram que a adicdo de 5% do soro
fermentado liofilizado aos pdes aumentou a ocorréncia de metabdlitos antifungicos
como acido latico e acido fenilatico e prolongou a vida util do pao contaminado com
A. flavus e P. verrucosum por até 7 dias.

De outra forma, estudo realizado por Nionelli et al., (2020) bioprocessou o pao
excedente, ainda apto para consumo com enzimas e fermentagdo por BAL
selecionadas gerando um produto com propriedades antifungicas. O ingrediente
hidrolisado de pao fermentado por L. brevis AM7 apresentou espectro inibitério
contra varios fungos testados e a atividade antifungica variou de 20 a 70%. Foram
identificados nove peptideos antifungicos provenientes de proteinas de trigo.
Comparando com o pao de trigo comum, os paes contendo o hidrolisado fermentado
(18 e 22% do peso da massa) apresentaram o maior prazo de validade (até 10 dias).

Assim, como apresentado no decorrer desse estudo, varias pesquisas
obtiveram sucesso na produgéo de bioconservantes a partir de sourdoughs. Contudo

novas ferramentas de analises no campo das ciéncias émicas assim como uso de
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novas BAL e combinacbes de substratos ndao convencionais, oferecem espaco

substancial para a inovagao.
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5. CONCLUSAO

Este trabalho explorou a atividade antifungica do sourdough tipo Il (SD-tlll)
produzido em diferentes condigdes: tempo de fermentacdo (24 e 48 horas), farinhas
(endosperma do trigo, gréo inteiro do trigo, linhaga e ervilha), bactérias acido laticas
(L. plantarum ATCCB8014 e F. sanfranciscensis). A BAL F. sanfranciscensis utilizada
como cultura starter deste estudo foi isolada em um sourdough tipo | maduro.

O extrato soluvel em &agua/sal obtido dos sourdoughs foi testado in vitro
contra os fungos Penicillium roqueforti, Penicillium chrysogenum e Aspergillus niger
e ambas BAL exibiram inibicdo em diferentes intensidades e o substrato que
demonstrou potencializar esse efeito foi a farinha do grao inteiro (WG). Além disso
foram identificados e quantificados quatro acidos organicos. As amostras que
produziram maior quantidade de acido latico foram fermentadas por 48 h por L.
plantarum (SWG e SWGP) e por F. sanfranciscensis (SWGP e SWF).

As trés variaveis utilizadas na pesquisa para a producdao do SD-tlll
produziram diferentes resultados de potencial antifungico. Assim, a atividade
antifungica do SD-tlll foi matriz dependente, pois foram obtidos diferentes potenciais
dependendo da composigao de farinha utilizada como substrato para a fermentacao
pelas BAL. O tempo de fermentacdo de 48h demonstrou produzir maior quantidade
de &cidos organicos e também maior capacidade antifungica in situ. Ambas BAL
obtiveram bom desempenho na produgdo de compostos antifungicos. Contudo F.
sanfranciscensis se destacou por produzir o SD-tlll que prolongou por mais tempo a
vida util do pao.

Na aplicacdo do SD-tlll como potencial bioconservante para paes, os
resultados demonstraram um retardo no desenvolvimento de fungos em todas as
amostras. Contudo, a amostra de farinha do gréo inteiro fermentada por L. plantarum
ATCC8014 durante 48h (BPWG48h) aumentou em 4 dias a vida util do pdo em
relacdo ao controle (sem aditivos) e se comportou como o pao com propionato de
calcio (0,1% peso/peso), com durabilidade de 9 dias. Porém, a formulagao de farinha
composta por trigo e linhaca fermentada por F. sanfranciscensis por 48h (BSL48h)
obteve resultado ainda melhor com durabilidade total de 10 dias.

Dessa forma, conclui-se que o uso de sourdough na forma liofilizada como

bioconservante (tllI-SD) pode ser uma opgao na producédo de paes, por ser uma
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forma estavel e por ocupar menor volume, facilitando o transporte e manipulagéo. E
0 objetivo da sua utilizagdo nesse caso seria 0 aumento da vida util do produto, ndo
necessitando dos microrganismos metabolicamente ativos como no sourdough tipo |
e |l para promover a fermentagao do produto.

Ainda assim, mais estudos sdo necessarios para melhor elucidar os
mecanismos envolvidos nas atividades antifungicas do sourdough. Além disso, é
preciso desenvolver estratégias tanto para potencializar o efeito antifungico quanto
viabilizar a sua aplicagdo em escala industrial. Porém, este estudo confirmou mais
uma vez o potencial da fermentagdo sourdough para futuras aplicagcbes como

bioconservante em produtos de panificacao.

6. CONSIDERAGOES FINAIS

Por fim, como perspectivas futuras deste trabalho sugerem-se:

- Realizar avaliagdo sensorial para verificar a aceitabilidade do bioconservante
aplicado em produto de panificacao;

- Utilizar a composicdo de mais de um tipo do sourdough tipo Il na produgao dos
paes para aumentar o espectro antifungico. Por exemplo utilizando SPWG48h que
obteve durabilidade semelhante ao pdo com 0,1% de propionato de calcio (vida util
de 9 dias) e a formulagdo BSL48h que obteve o melhor desempenho com
durabilidade de 10 dias;

- Aplicar o sourdough tipo Ill em diferentes percentuais na produgao dos paes a fim
de aumentar a atividade antifungica. E ao mesmo tempo avaliar as alteragbes nas
caracteristicas organolépticas do produto final;

- Conduzir a fermentacao através de modelo de planejamento experimental por um
maior periodo de fermentagcdo (72 h) a fim de potencializar a producao de
metabdlitos antifungicos. Além disso, formular uma composigao da farinha do gréo
inteiro com farinha de linhaga (que obtiveram melhor desempenho antifungico nos
paes) com a BAL F. sanfranciscensis;

- ldentificar e quantificar outros compostos antifungicos produzidos na fermentacao

sourdough como derivados de peptideos e acidos graxos através da metabolémica.
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E assim formular hipoteses que expliqguem quais metabdlitos foram produzidos nos
SD- tlll que apresentaram atividade antifungica;

-Avaliar a substituicdo da técnica de obtengdo do sourdough tipo Il a partir do
sourdough tipo Il (liofilizacdo-freeze-drying) por atomizac&o (spray drying) com o

objetivo de reducédo de custos.
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