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RESUMO

Conhecido pela sua origem antiga e sabor caracteristico, o sourdough ¢ um fermento natural
utilizado para producgdo de panificados. Provido apenas da mistura de farinha e agua, esse
starter ¢ fermentado espontaneamente por bactérias acido laticas (BAL) e leveduras autdctones
da matéria-prima e do ambiente. O fermento sourdough pode ser dividido em quatro classes,
entre estas, vale destacar os tipos II e III. Para o sourdough tipo 11, ha a inoculagdo de culturas
starters, pré-selecionadas, a mistura de farinha e agua, permitindo, assim, a padronizacgao e
redugdo do tempo necessario para a fermentagdo. Quando este fermento passa pelo processo de
secagem, usualmente por liofilizagdo ou spray-drying, obtém-se o sourdough tipo III. O
presente trabalho teve por objetivo avaliar a aptiddo protetora da goma ardbica e da
maltodextrina (DE 20) frente a viabilidade celular das BAL ap6s o processo de secagem e
durante o armazenamento. Avaliou-se, também, as caracteristicas do p6, como: capacidade
fermentativa, pH, acidez total titulavel (ATT), superficie das particulas ¢ a sua influéncia
quando adicionado na formulagdo de paes. A secagem por liofilizagdo apresentou uma maior
preservacdo das BAL quando comparado ao spray-drying, porém, ambos 0s processos
dispuseram de perdas logaritmicas significativas apds a secagem. Para o método de spray-
drying, a incorporagao de 7% de goma ardbica apresentou o maior efeito protetivo no To e nos
30 dias de armazenamento. Por sua vez, para a liofilizacdo, a adicdo de 10% de maltodextrina,
demonstrou uma maior preservagdo na viabilidade das BAL, porém, ndo desempenhou uma
boa conservacao durante a vida de prateleira. Majoritariamente, os valores de atividade de dgua,
umidade, pH e ATT para os fermentos em po, ndo diferiram significativamente ao decorrer do
tempo de armazenamento. Os efeitos protetivos gerados pelo recobrimento dos agentes as
particulas foram visualizados em micrografias por microscopia eletronica de varredura,
corroborando as contagens obtidas durante a vida de prateleira. Ambos os métodos de secagem
proveram fermentos cultivaveis e aptos ao processo de refermentacdo, sendo capazes de
acidificar o meio e produzir 4cidos organicos. A incorporagdo destes fermentos tipo III em
formulacdes de paes promoveram a diminui¢do de pH e aumento de ATT, quando comparados
a formulagdo controle (com adi¢ao de Saccharomyces cerevisiae). Quando avaliado o perfil de
textura apos 12 horas de armazenamento, constatou-se mudancas significativas apenas no

parametro de coesividade.

Palavras-chave: Bioprocessos. Panificagdo. Processo Fermentativo. Sourdough tipo I11.

Goma arabica. Maltodextrina.



ABSTRACT

The sourdough, known for its ancient origins and distinctive flavor, is a natural starter used for
baking. This starter is derived from a mixture of flour and water and is spontaneously fermented
by lactic acid bacteria (LAB) and yeasts from the raw material and the environment. Sourdough
can be classified into four classes; among them, types II and III are highlighted. For type II
sourdough, pre-selected starter cultures are inoculated into the mixture of flour and water,
allowing for standardization and reduction of the required fermentation time. When this dough
undergoes the drying process, usually by freeze-drying or spray-drying, type III sourdough is
obtained. The present work aimed to evaluate the protective ability of arabic gum and
maltodextrin (DE 20) on the cell viability of LAB after drying and during storage time. The
characteristics of the powder were also assessed, embracing the fermentative capacity, pH, total
titratable acidity (TTA), particle surface, and their influence when added to bread formulations.
Freeze-drying stated major preservation of BAL compared to spray-drying, although both
methods disposed of significant logarithmic losses after drying. For the spray-drying technique,
the incorporation of 7% arabic gum showed the highest protective effect at TO and after 30 days
of storage. In contrast, adding 10% maltodextrin for freeze-drying demonstrated better
preservation of LAB but did not provide satisfactory preservation during shelf-life. In general,
the powders; water activity (aw), moisture, pH, and TTA values did not differ significantly over
the storage period. The protective effects generated by the coating action of the agents on the
particles were observed in scanning electron microscopy images, supporting the colony counts
obtained during the shelf-life. Both drying methods provided cultivable and suitable sourdough
powders for the refermentation process, capable of acidifying the medium and producing
organic acids. Incorporating these type III sourdough in bread formulations decreased pH and
increased TTA values compared to the control formulation (added only Saccharomyces
cerevisiae). Significant changes were observed only in the cohesivity parameter when

evaluating the texture profile after 12 hours of storage.

Keywords: Bioprocess. Bread making. Fermentation processes. Sourdough type I11. Arabic

gum. Maltodextrin.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Fluxograma dos processos de produ¢ao de sourdoughs tipo I, I, Il e IV........... 18

Figura 2 - Desenho esquematizando os eventos fisicos as células a partir da taxa de

CONEEIAMENLO. ...\ttt ettt et et ettt et e et et e e e et e e e eeene e ns 25

Figura 3 - Curva de acidificacdo do sourdough tipo 11 durante 24 h de fermentacdo, indicando
pH (-m=), acidez total tituldvel (ATT) (O ) em ml de NaOH, Bolores (®) e bactérias acido
laticas (BAL) (7)) em I0g UFC/g....niieiiiii e e 41

Figura 4 - Capacidade fermentativa do sourdough tipo I1I adicionado de goma arabica seco por
spray-drying (SD) e liofilizagdo (LF) durante o periodo de 20h de fermenta¢do, indicando pH
(=m=), acidez total titulavel (ATT) ( O ) em ml de NaOH, leveduras (®) e bactérias acido lacticas
(BAL) (7) @M L0 UFC/Z. . niiiiiii ittt e e 49

Figura 5 - Microscopia eletronica de varredura (MEV) da estrutura do sourdough tipo I1I

controle (A), com adigdo de goma ardbica (B) e maltodextrina (C), secos por spray

Figura 6 - Paes formulados com adi¢do de fermento sourdough tipo 11l seco por spray-drying
(PSD) e liofilizacdo (PL), de sourdough tipo II (PFR) e tratamento controle (PC) apds

FOMMEAMIENTO. . . .ttt e e e e 54

Figura 7 - Fatias dos paes formulados com adi¢do de fermento sourdough tipo III seco por
spray-drying (PSD) e liofilizag¢do (PL), de sourdough tipo II (PFR) e tratamento controle (PC)

apos 6 horas de forneameNto. .. ... .. ooieeiii e 54



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Cepas selecionadas para a elaboracao do sourdough, sua origem, classificacao

fermentativa, capacidade de acidificagdo e producdo de COz.........ooviviiiiiiiiiiiiiinnn. .. 35

Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas e contagem de bactérias acido laticas (BAL) (log
UFC/g) em sourdough tipo III seco por liofilizagdo nos tempos 0, 15 e 30 dias de

ATMAZENAIMNENTO. . e e e ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 43

Tabela 3 - Propriedades fisico-quimicas e contagem de bactérias acido laticas (BAL) (log
UFC/g) em sourdough tipo III seco por spray-drying nos tempos 0, 15 e 30 dias de

ATMAZENAIMNENTO. . . e e e ettt et ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e 46

Tabela 4 - Capacidade fermentativa do sourdough tipo Il seco por spray-drying (FSD) e
liofilizagdo (FL), indicando o pH, acidez total titulavel (ATT) e bactérias acido laticas (BAL)

durante o periodo de 20 horas de fermentagao.............ccooueieiiiiiiiiiiiii i 49

Tabela 5 - Parametros da textura de paes formulados com adi¢ao de sourdough tipo III, seco

por spray-drying (PSD) e liofilizacdo (PLF), sourdough tipo Il (PFR) e tratamento controle

Tabela 6 - Valores de pH e acidez total titulavel (ATT) de massas cruas (apds fermentacao) e
paes (ap6s forneamento) formulados com adi¢cdo de sourdough tipo 11, seco por spray- drying

(PSD) e liofilizagdo (PLF), sourdough tipo II (PFR) e tratamento controle



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AACC - Associagao Americana de Quimica Clinica
ATT - Acidez Total Titulavel

aw - Atividade de Agua

BAL - Bactéria Acido Léactica

COg; - Didxido de Carbono

DE - Dextrose Equivalente

EPS - Exopolissacarideos

FODMAPS - Oligo-, Di-, Monossacarideos e polidis fermentaveis
IG - Indice Glicémico

ISO - Organizacao Internacional para Padronizacgao
MEYV - Microscopia Eletronica de Varredura

NaCl - Cloreto de Sédio

NaOH - Hidroxido de Sédio

RDC - Resolugdo da Diretoria Colegiada

SII - Sindrome do Intestino Irritavel

Tg - Transicao Vitrea

To - Tempo inicial da fermentagao

T12 - Tempo de 12 horas de fermentagao

T24 - Tempo de 24 horas de fermentagao

Tm - Temperatura de Fase da Membrana

UFC - Unidade Formadora de Colonia



SUMARIO

1 INTRODUGCAQ ..uueeererererenenenenesesesesesesesesesesesssesssssesesesesssssssesssssssssssssessssssssssssssssssssssssssses 14
2 OBUJETIVOS .citiiiicninntinsnicssesssesssisssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 16
2.1 OBJETIVOS GERALIS ...ttt e 16

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ......coviimriiriieriiseeiiee i eesesseesessessennns 16

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA ......cueeeeeeeerrcrssessessessessessesssssessesssssssssessessessessessessessessssasses 17
3.1 SOURDQOUGH........oooiiiiiiiiiieeeeee ettt 17

3.1.1 ASpectos NULIICIONAIS cc..ueeereuercssnrcssnnicssanisssnnessnssssssnssssssssssssssnsssssnsssses 20

3.2 METODOS DE DESIDRATACAO ..., 21

3.2.1 LiOfIIZACAOD ceeeeeiiieeiiircnnneeiieccssiscsssnssssenecssssssssssssssecssssssssssssssssssssssssensassane 22

3.2.2 SPFAY-AIYING auaevvvuvrisirerissrerosserssssissssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 23

3.2.3 Viabilidade Celular...........cueiieesernsensennsnenssennsnensncsseecsssssssesssesssessan 24

3.1.3.1 CHIOIAJUFTA ... 25

3.1.3.2 Inativagdo por altas temperaturas ..................ccccceeeeeeeevenceeaneenne. 26

3.1.3.3 Inativagdo por desidratagao..................ccceeevvevcvieeiiinaniieaneeennen 28

3.1.3.4 Inativacdo durante armazenamento ..............cccceveeeeeeeeeeeeiiineennnn. 29

3.3 AGENTES PROTETORES.......cciiiiiiiiiteeeteeteeee s 31

SOURDOUGH........ooiiiiiiiiiiieieteestet ettt 33

4 MATERIAIS E METODOS ....ouucvueeunennnensssnssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 35
4.1 MICRORGANISMOS....eooieieieeeestet ettt s 35

4.2 PREPARO DO SOURDQOUGH .........ccoouveesieiesieieeeeeseee e 36

4.2.1 Analises do sourdough durante a fermentagao..........cceevveeruersnccsuennne 36

4.3 SECAGEM DO SOURDQOUGH........ccccumeesiriiiiiiieiisieesieeeseeee e 37

4.3.1 LiOfIlIZACAO aueeerriieriiisvrrnnnnnicccsssscsssnssssesccssssssssssssssscssssssssssssssssssssssssnnsanssns 37

4.3.2 SPIAY ATPOF wauuvvrvvnvunriivssvriissssnsrissssssresssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 38

4.4 ANALISE DO SOURDOUGH SECO .....ccvvvvurimerinereneeisseisesissesessssseones 38

4.4.1 UMIAAde € AW ..cuuueeieenririsnensecnseenssnncssnsssacsssessssssssessssssssessssssssssssassssasssns 38

4.4.2 VIabIlidade CEIUIAT ...vuuuueerreneiereeeeecereeeeeeereeneecerseeeesesseseescssssssssssssessessene 38




4.4.3 PH € ATT uuuooneererernennnnnnnnsencsssensnssssssssesssesssssssasssssssssssssssssasssssssssssssns 39

4.4.4 Capacidade fermentativa .........coecverecsissnnrccscsnnsecsssssssesssssssssssssssssssssnssss 39

4.4.5 Microscopia de Varredura Eletronica (MEV)......cocienvinnecssnnccneesans 39

4.5 PRODUCAO DE PAES A PARTIR DO FERMENTO EM PO...................... 39

4.5.1 Analises de propriedades fiSiCas......ccceecveerrurecssercssercssercssseresssesssnsscses 40

4.6 ANALISE ESTATISTICA ..ot 41

5 RESULTADOS E DISCUSSAO......cuimininncnscssssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 41
S.TRESULTADOS ...ttt 41

5.1.1 Curva de acidifiCaACA0 ..cceeeerrrericcssrnnricssssnerecsssnnsesssssssscsssssssssssssssassssnases 41

5.1.2 Secagem por HOfIlIZACA0 ..c.uueevueerrueereensuensnensuensnensannsnessaessnesssesssneesaens 42

5.1.3 Secagem POr SPray-Arying ........eececseeesssercssnicsssrsssssnsssssssssssssssssssssssssses 45

5.1.4 Capacidade fermentativa ..........ccecveecicercssnncssnnsssnnicssnnssssnsesssssssssssssses 48

5.1.5 Microscopia de Varredura Eletronica (MEV)......cccocvienneicssnnccssnncones 49

5.1.6 ANALISE dOS PACS ccevueerrueersrensenssnensannssnessseesssesssnssssesssesssnesssnsssssssssssssssssase 51

5.1.6.1 Perfil de Textura (TPA) ........cc.cccooueeeueeiiiieeiiieeie e 51

5161 PH @ ATT ..o 55

6 CONCLUSAO ... cminnircnssinsssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 57

REFERENCIAS. ..o eueeeeveveeeesesesesesssssesessssssssssssssesssssssssssssssssssssessasasssesessssssssssensssssnssssssnsnsnsns 58




13

1 INTRODUCAO

A fermentacao e a panificacao tem sido, desde os primordios, um dos elementos centrais
da histdria, o qual construiu e reflete a civilizagdo que temos hoje (ARORA et al., 2020).
Também conhecido como massa madre ou /evain, o sourdough ¢ um fermento natural para
panificacdo obtido a partir da atividade metabolica das bactérias acido lacticas (BAL) e
leveduras autoctones presentes na farinha, bem como no ambiente de produgdao (ARENDT;
RYAN; DAL BELLO, 2007). A adi¢do de 4gua a matéria-prima, em temperatura préxima a
25°C, resulta em um ambiente propicio para o desenvolvimento dos microrganismos ali
presentes, caracterizando no final do processo um ecossistema bioldgico complexo com
caracteristicas singulares, apropriado para uso como indculo na producao de panificados
(CHAVAN; CHAVAN, 2011).

Entre os diferentes processos fermentativos, o sourdough tipo I ainda ¢ muito utilizado
por produtores locais e padarias de pequeno porte, porém, a tradicdo das longas fermentagdes
com constantes periodos de realimentagdo resulta em produtos ndo padronizados e inviaveis
para aplicagcdo em escala industrial (DECOCK; CAPPELLE, 2005). O fermento sourdough tipo
I, por outro lado, tem uma maior aplicabilidade industrial e ¢ padronizavel. Apesar do facil
escalonamento, a obtencao de um produto estavel e com um baixo custo de armazenamento
torna-se dificultoso quando em consisténcia liquida, para isto, técnicas de desidratacdo podem
ser aplicadas a fim de obter um produto seco denominado sourdough tipo IlI, este, porém,
majoritariamente exclusivo de grandes padarias e industrias (GUL et al., 2023). Durante o
processo de desidratagdo, diferentes parametros podem acarretar injurias celulares, podendo ser
elas térmicas - por congelamento ou altas temperaturas - ou decorrente a outros estresses
gerados nos microrganismos, comprometendo a viabilidade celular e consequentemente a
qualidade do produto final (SANTIVARANGKNA; KULOZIK; FOERST, 2007). A
incorporagdo de agentes protetores previamente a secagem possibilita a potencial protecao das
c€lulas, promovendo a preservagdo da viabilidade celular do produto j& seco, como ja
demonstrado em estudos recentes (GUL et al.,, 2020; MANTZOURANI et al., 2019;
STEFANELLO et al., 2019).

O emprego do fermento sourdough na formulagdo de panificados influencia
positivamente suas propriedades tecnologicas, essas mudangas podem ser observadas na

textura, no aumento da concentracdo de compostos fendlicos e na diminui¢cao do pH, no qual


https://www.zotero.org/google-docs/?Hnu5Sh
https://www.zotero.org/google-docs/?dJG7Uf
https://www.zotero.org/google-docs/?lZ2Fpk
https://www.zotero.org/google-docs/?7w2Mk3
https://www.zotero.org/google-docs/?7w2Mk3
https://www.zotero.org/google-docs/?7w2Mk3
https://www.zotero.org/google-docs/?7w2Mk3
https://www.zotero.org/google-docs/?7w2Mk3
https://www.zotero.org/google-docs/?7w2Mk3
https://www.zotero.org/google-docs/?7w2Mk3
https://www.zotero.org/google-docs/?7w2Mk3
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auxiliara no prolongamento da vida util. Além disso, € notavel uma superioridade nos atributos
nutricionais quando comparado a panificados obtidos a partir da fermentagdo por leveduras
industriais, como por exemplo, Saccharomyces cerevisiae (ARIAS et al., 2017; HAMMES et
al., 2005; KATINA et al., 2005). Nas primeiras décadas do século XX, a denominada levedura
de padeiro (S. cerevisiae) desempenhou papel importante no mercado de panificacdo. Devido a
industrializacdo e a crescente demanda produtiva para um consumo em larga escala, fazia-se
necessario um processo fermentativo com um tempo reduzido, sendo invidvel manter uma
fermentagdo por 12 horas quando a caréncia produtiva exigida consistia, em média, duas horas.
Assim, o fermento sourdough foi gradualmente substituido pela levedura de padeiro. No
entanto, o desuso de um starter que dispde de caracteristicas sensoriais e tecnoldgicas
complexas resultou em produtos panificados inferiores em termos nutricionais € sensoriais
(ALBAGLI et al., 2021).

Atualmente, no Brasil, a produ¢do e comercializa¢do do sourdough ainda ¢é escassa e
seu uso encontra-se limitado, abrange majoritariamente comércios locais ¢ tradicionais de
grande porte, os quais empregam apenas as versdes tipo I e II do sourdough (SIEPMANN et
al.,2018). A partir da RDC n° 263, de 22 de setembro de 2005, o qual especifica regulamentos
técnicos para produtos obtidos da farinha, pode-se certificar que os paes de fermentacao natural
- cujo processo se da a partir do uso exclusivo de culturas tipicas de sourdough,
desconsiderando o uso de levedura comercial, como S. cerevisiae - enquadram-se na defini¢ao
de "paes". Porém, no Brasil ndo ha legislacdo especifica que defina o pao produzido com
sourdough. Por outro lado, as legislagdes francesa (Franga, Décret n. 93-1074, 1993) e
espanhola (Espanha, Real Decreto 308/2019) ja possuem diretrizes para categorizar os paes de
fermentacdo natural, bem como delimitam o uso méaximo de 0,2% (base farinha total) de
levedura de padeiro na massa final do pao. Além disso, a legislagdo francesa contempla,
também, o fermento sourdough desidratado, o qual institui a necessidade de uma microbiota
ativa na ordem de 10° (um bilhdo) de bactérias e 107 (dez milhdes) de leveduras por grama de
fermento em po apoOs o processo de secagem. Entende-se por ativa, BAL que estdo capacitadas
a executar as suas fungdes originais; ja a legislagdao espanhola, delibera que o sourdough pode
ser seco se, depois de hidratado, possuir uma biota viva capaz de fermentar a massa do pao.

O objetivo do presente trabalho consiste na avaliagdo do efeito protetivo de diferentes
agentes (goma arabica e maltodextrina), a fim de obter um fermento sourdough tipo III com
alta viabilidade celular, complexidade sensorial e padronizacao de produto, permitindo a

globaliza¢ao do consumo de paes de fermentacdo natural de forma pratica e acessivel.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o potencial protetivo da goma arabica e maltodextrina quando adicionadas em
sourdough tipo II, produzidos pelas cepas Lactiplantibacillus plantarum, Levilactobacillus
brevis e Weisella minor, e submetido a secagem pelas técnicas de liofilizacdo e spray-drying,
visando garantir um sourdough tipo III com uma maior viabilidade celular, capacidade

fermentativa e complexidade sensorial de paes produzidos com o produto em po.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Preparar fermento sourdough tipo Il adicionado de agentes protetores goma ardbica e

maltodextrina;

> Realizar curva de acidificagdo, avaliando contagem de BAL, pH e acidez total titulavel
(ATT) durante o periodo de fermentagao;

> Secar o sourdough por liofilizagdo e spray-drying;

> Auvaliar a viabilidade celular e capacidade de fermentacdo durante o armazenamento do
fermento sourdough tipo 111;

> Auvaliar a superficie das particulas por meio de microscopia eletronica de varredura
(MEV);

> Produzir pdes adicionados do fermento sourdough tipo III que possuir a melhor

capacidade protetiva e avaliar a sua influéncia no pH, ATT e perfil de textura dos paes.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 SOURDOUGH

O fermento sourdough pode ser considerado o método mais antigo de fermentagdo
espontanea adotado pelo homem, estimando-se o uso deste starter natural na producdo de
panificados por volta de 1.500 a.C. no antigo Egito (CATZEDDU, 2019). Com o
aperfeicoamento dos processos produtivos e fermentativos, atualmente, os diferentes tipos de
sourdough sao categorizados de acordo com seus respectivos métodos de fermentagdo e as
culturas responsaveis pelo processo, podendo ser classificados em quatro tipos. O tipo I, o
tradicional, ¢ provido de uma fermentacdo longa e espontanea a partir da mistura de farinha e
agua. Por depender dos microrganismos presentes na matéria-prima e no ambiente de producao,
segue um processo continuo de realimentagdo (do inglés backslopping) a cada 12 ou 24 horas.
Neste processo, ocorre a adigdo de uma fragdo de massa pré-fermentada em porgdes de farinha
e 4gua, com o intuito de fornecer nutrientes para a microbiota originaria e controlar a acidez da
massa, favorecendo, assim, a sele¢do das bactérias desejaveis para o produto final. Em até dez
dias, com o fermento sourdough "maduro", a microbiota estara estabilizada e apta para uso
como indculo na produgdo de panificados (ARENDT; RYAN; DAL BELLO, 2007).

O fermento sourdough tipo Il emprega o uso de culturas iniciadoras (do inglés starters)
pré-selecionadas a partir das suas caracteristicas tecnoldgicas, acrescentadas a mistura de
farinha e agua, o que permite a padronizacdo do fermento, e consequentemente, do produto
final. O processo de fermenta¢do ocorre em uma Unica etapa, durando de 12 a 24 horas, sem a
realizagdo de backslopping, comumente utilizado pela industria alimenticia devido sua rapida
fermentacdo e conveniente padronizacdao. Além disso, ocorre uma melhora na acidez e em
varios compostos que aumentam a qualidade sensorial dos produtos (DE MARCO et al., 2022).
As BAL frequentemente usadas para a fermentagdo do tipo II sdo: Companilactobacillus
farciminis, Limosilactobacillus delbrueckii, Lactobacillus amylovorus, Limosilactobacillus
reuteri, Limosilactobacillus fermentum, Lactiplantibacillus plantarum, Levilactobacillus
brevis, Weisella minor (DE VUYST; COMASIO; KERREBROECK, 2021; GANZLE;
ZHENG, 2019). Devido ao tempo reduzido de fermentacdo, faz-se necessario o uso de cepas
microbianas que possuam tolerancia a meios acidos (DE VUYST et al., 2016). De consisténcia
liquida e padronizavel, o sourdough tipo 11 ¢ viavel para producao e comercializacao em escala

industrial (REALE et al., 2019), porém, pode apresentar desvantagens quanto a sua estabilidade
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a longo prazo e ao custo de distribui¢ao (logistica em cadeia de frio) e armazenamento. A fim
de suprir essas demandas, o sourdough tipo Il pode ser submetido a um processo de
desidratacdo, originando o sourdough tipo III, um pé estavel obtido a partir de secagem por
liofilizagdo, spray-drying, drum-drying ou até leito fluidizado (BRANDT, 2019; CHAVAN;
CHAVAN, 2011). Este tipo de fermento pode apresentar microbiota ativa - quando a BAL
presente na massa resiste a secagem e encontra-se apta para realizar uma nova fermentacao,
necessitando de uma realimentagdo antes do uso com o propoésito de reativa-las - ou inativa,
neste caso ¢ caracterizado como coadjuvante tecnoldgico, uma vez que amplia a vida util do
produto, por conta do aumento da acidez da massa e carreia compostos aromaticos para o
panificado (BRANDT, 2007; DECOCK; CAPPELLE, 2005).

Recentemente, uma nova categoria foi proposta e, até o momento, ¢ empregada
majoritariamente em estudos laboratoriais e padarias artesanais. O fermento sourdough tipo IV
¢ definido pela incorporagdo de cultura iniciadora, assim como o tipo II, porém segue o método
de realimentacdo e parametros de fermentacdo caracteristicos do tipo I, portanto, pode ser
igualmente nomeado como sourdough misto (SIEPMANN et al., 2018; SIRAGUSA et al.,
2009). Neste tipo de massa, a microbiota origindria da farinha compete com a cultura iniciadora
inoculada no inicio do processo, ocasionando uma sele¢do natural entre as espécies mais
apropriadas ao ecossistema. Devido a este fator, faz-se necessario o uso de culturas iniciadoras
altamente competitivas e adaptaveis (RIZZELLO et al., 2011). A obtencao dos diferentes tipos

de sourdough mencionados sdo demonstrados pelo fluxograma da Figura 1.


https://www.zotero.org/google-docs/?apJcxD
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https://www.zotero.org/google-docs/?UUU5aC
https://www.zotero.org/google-docs/?UUU5aC
https://www.zotero.org/google-docs/?UUU5aC
https://www.zotero.org/google-docs/?j9w00Z
https://www.zotero.org/google-docs/?j9w00Z
https://www.zotero.org/google-docs/?j9w00Z

Figura 1: Fluxograma dos processos de produg¢ao dos sourdough tipo I, II, Il e I'V.
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3.1.1 Aspectos Nutricionais

Com o passar do tempo, o fermento sourdough vem ganhando destaque e espaco na
rotina alimentar de consumidores que desejam reinventar seus habitos e preconizar praticas
benéficas a saude, ao passo que ¢ notodrio o crescimento do nimero de pesquisas neste campo,
as quais possuem o intuito de compreender as caracteristicas e atributos nutricionais e
funcionais promovidos aqueles que o consumam (ARORA et al., 2020).

Um dos aspectos nutricionais do uso do sourdough esta relacionado a reducao do indice
glicémico (IG), o qual corresponde a velocidade com que o agucar presente no alimento
consumido chega a corrente sanguinea e altera os niveis de glicemia do corpo. Com o intuito
de reduzir os riscos de doengas cronicas, se preconiza o controle das elevagdes pds-prandiais
da glicemia e insulina por meio de dietas com baixo IG (TOH; KOH; KIM, 2020). Segundo o
estudo realizado por Novotni et al. (2012), a adigao de 15 a 22,5% de fermento sourdough na
formulacdo de pao sem gluten proporciona um menor valor de IG quando comparado ao
controle (sem adi¢do do fermento), visto que a presenca de acidos organicos provenientes da
fermentacdo do sourdough afetam demasiadamente a resposta glicémica apds o consumo de
pao. O acido latico produzido na fermentacdo desacelera a digestdo do amido no estdmago,
enquanto os acidos acético e propionico prolongam a taxa de esvaziamento gastrico, ademais,
as modificagdes quimicas que ocorrem durante a fermentacdo atenuam o grau de gelatinizagao
do amido, promovendo a formagdo de amido resistente, que possui uma menor digestibilidade
(GOBBETTI et al., 2014).

A sintese de exopolissacarideos (EPS) € responsavel pelo aumento do valor nutricional
de paes desenvolvidos com fermento sourdough, estes polissacarideos produzidos por
determinadas bactérias sdo responsaveis por estimular a produ¢do de acidos graxos de cadeia
curta, que auxiliam na redug¢do do risco de distirbios gastrointestinais, cancer e doencas
cardiovasculares no colon. Os EPS nao sdo digeridos no intestino delgado, o que lhes dispde a
fun¢do prebiodtica, portanto, ha o aumento do niimero de células de microrganismos benéficos
na microbiota intestinal e a redug¢ao da colonizagdo de enteropatégenos no intestino. Esta fungao
prebidtica foi confirmada por Arias et al. (2017), o qual demonstrou o predominio de bactérias
benéficas quando consumidos paes desenvolvidos com fermento sourdough, ao passo que,
quando comparado a paes fermentados por “levedura industrial” (S. cerevisiae) em um menor

tempo, hé a proliferacdo de microrganismos indesejaveis e efeito inflamatorio no organismo.
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A fermentagao sourdough tem potencial, também, na reducao dos FODMAPs (Oligo-,
Di-, Monossacarideos e polidis fermentaveis), os quais sdo uma classe de carboidratos nao
digeriveis pelo trato digestivo humano, em sua maioria de cadeia curta, que, ao serem
consumidos por portadores da Sindrome do Intestino Irritdvel (SII), podem desencadear
sintomas como desconforto abdominal, dores e altera¢cdes na microbiota intestinal (BOHN et
al., 2015). O estudo recente realizado por Menezes et al. (2021) demonstrou o efeito da
fermentagdo do sourdough na reducdo de FODMAPs em paes. O resultado obtido a partir do
uso do sourdough tipo II, fermentado por 6 horas, mostrou a reducdo expressiva de até 90%.
Esta particularidade demonstra que o fermento ¢ eficiente em reduzir a concentragdo de
FODMAPs a niveis seguros para o consumo por portadores de SII, evitando os sintomas

gastrointestinais.

3.2 METODOS DE DESIDRATACAO

Hé décadas, a técnica de secagem vem sendo utilizada para a preservagao de alimentos
a longo prazo. Este método diminui o espago necessario para armazenamento em diferentes
condi¢des ambientais, facilitando o transporte dos produtos (ALVES et al., 2016; HUANG et
al., 2017). A aptidao de produtos para submissdo a longos periodos de estocagem deve-se as
redugdes de atividade de agua (aw) a < 0,3 e de umidade a < 7%, resultantes do processo de
desidratacao, que sdo capazes de inibir as atividades enzimadticas e de microrganismos, assim
como reagdes quimicas ndo enzimaticas, as quais serao responsaveis pelo aumento da vida 1til
e estabilidade do produto (ERMIS, 2022; DE MARCO et al., 2022).

Quando aplicado em culturas microbianas, o sucesso do processo de secagem depende
da preservacao da viabilidade celular e conservagdo de um nimero suficiente de células que
garantam a replicagdo, mantendo as caracteristicas que as cepas originarias. O baixo teor de
umidade impacta na diminui¢do dos processos metabolicos e na preservacdo das estruturas
celulares, 1mplicando na taxa de células vidveis durante o armazenamento

(SANTIVARANGKNA; KULOZIK; FOERST, 2008).
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3.2.1 Liofilizacao

A liofilizacao (do inglé€s freeze-drying), ¢ uma tecnologia de secagem caracterizada pela
remogdo da agua presente na amostra através da sublimagdo. O processo ocorre em condigdes
especiais de pressdo e temperatura, o qual possibilita a transformacdo direta da agua -
previamente congelada - do estado s6lido para o estado gasoso (STEFANELLO et al., 2018).
A partir do emprego de vacuo e baixas temperaturas, garante-se a conservagao dos compostos
aromaticos volateis - uma vez que nao sao absorvidos pelo vapor d’agua, permanecem presos
na matriz, contribuindo, entdo, para a conserva¢ao do aroma no produto final ja seco - evita-se
reacdes de oxidagdo e mantém-se a qualidade nutricional (CAGLAR; ERMIS; DURAK, 2021).

O pré-tratamento da amostra se da pelo congelamento, o qual ¢ responsavel pela maior
parte da inativagdo celular durante o processo de secagem e dita a qualidade do produto final.
A variacdo na taxa de congelamento (*C/min) possibilita a formagao de diferentes tamanhos de
cristais de gelo e a formag¢do de poros na superficie da amostra, os quais influenciam na
reidratagdo do pd e na viabilidade celular. Uma taxa lenta de congelamento forma cristais de
maior tamanho, localizados no meio extracelular, que promovem uma rapida saida da agua,
uma vez que se formam canais e poros na superficie que facilitam o escape de vapor durante a
secagem. Em contrapartida, o aumento da taxa de congelamento resulta na formacgao de cristais
menores ¢ amorfos, os quais se dispdem na regido intracelular, indicado para amostras que
preconizam a preservacdo da viabilidade celular, uma vez que cristais maiores podem causar
danos a membrana celular dos microrganismos (BHATTA; STEVANOVIC JANEZIC;
RATTI, 2020; ERMIS, 2022; MORGAN et al., 2006).

O ciclo de secagem pode ser dividido em duas etapas. Na primeira etapa, cerca de 90%
da agua ¢ eliminada por sublimagao, os cristais de gelo sdo removidos ao reduzir a pressdo da
camara - a um valor inferior ao da pressdo de vapor do gelo presente no produto - e adiciona-
se calor, podendo ser este por conveccao, condug¢do ou radiagdo. O primeiro estagio de
desidratagdo se encerra com o aumento da temperatura do produto a um valor proéximo a
temperatura ambiente ou pela observacdo visual da auséncia da interface entre camada
congelada e camada seca (ORDONEZ, 2005; STEFANELLO et al., 2018). A segunda etapa
caracteriza-se pela remocao da agua que estd fortemente ligada a matriz s6lida, visando a
estabilizacdo do produto final. Esta dessor¢do ¢ realizada pela permanéncia do alimento
parcialmente seco no liofilizador até atingir a umidade requerida para o produto, preservacao
do vacuo e consequente igualacao da temperatura ao da placa (20 a 60 °C) ou a temperatura

ambiente (MORGAN et al., 2006; ORDONEZ, 2005).
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A liofilizagdo ¢ o método de secagem mais utilizado quando visada a preservacao da
viabilidade celular. No ensaio conduzido por Caglar; Ermis; Durak (2021), o autor obteve um
sourdough em pd com contagem de 8 log UFC/g, um ciclo logaritmico menor quando
comparado ao produto fresco (9,7 log UFC/g). Assim como o prolongamento da vida ttil e
garantia de qualidade do produto final, este método despende alto custo de fabricagdo quando
comparado a outros, uma vez que a demanda de energia ¢ exacerbada para a manuten¢ao das

baixas temperaturas e do vacuo por longos periodos de tempo (DE MARCO et al., 2022).

3.2.2 Spray-drying

A secagem por atomizacdo (do inglés spray-drying), ¢ uma técnica predominante na
industria de alimentos por propiciar produ¢des em larga escala, com uma versatilidade
operacional, mantém a alta eficiéncia com um menor custo quando comparada a secagem por
liofilizagdo (MORGAN et al., 2006; PEIGHAMBARDOUST; GOLSHAN TAFTI; HESARI,
2011).

Os parametros de processo sdo pré-estabelecidos baseando-se nas caracteristicas de
secagem de diferentes matérias-primas e nas propriedades que se deseja obter no po
(PEIGHAMBARDOUST; GOLSHAN TAFTI; HESARI, 2011). Taxa de alimentagdo, vazao
de ar, temperaturas de entrada e saida, assim como o teor de umidade final e uso de protetores
sdo variaveis que influenciam diretamente a qualidade da secagem e do produto final,
especialmente quando o intuito ¢ a preservacao da viabilidade celular (ALVES et al., 2016; FU
et al., 2018). Secagens realizadas fora do parametro ideal podem acarretar alteragdes sensoriais
indesejadas, como perda de compostos volateis, mudanca de coloragdo e sabor do produto final
(MARTINS et al., 2020).

A mistura liquida contendo s6lidos em solugdo, suspensdo ou emulsdo ¢ bombeada a
alta pressdo e ejetada por um bico ou disco atomizador. Decorrente da alta pressdo em uma
pequena area, a mistura ¢ atomizada em goticulas na ordem de 10 - 200 pm na camara de
secagem a pressao reduzida, as quais vao de encontro com um fluxo de ar quente, entre 150 a
200°C, podendo ser um sistema corrente, contra-corrente ou misto. O aumento expressivo da
area superficial da goticula permite a transferéncia de calor - do ar para a particula - com uma
subsequente transferéncia de massa (dgua) - da particula para o ar - em aproximadamente 30
segundos, a evaporacdo instantanea do solvente presente na camada externa da molécula evita

a degradacao térmica do produto. Apos a retirada da umidade do interior da particula, ha a
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separacao ultrarrapida dos soluveis e dos solidos em um ciclone, este sistema de separacao
retém o p6 em um compartimento ao passo que elimina o ar para a atmosfera (MOREIRA et
al., 2021; REALE et al., 2019; SANTIVARANGKNA; KULOZIK; FOERST, 2008; TAN;
POH; CHIN, 2018).

Segundo o estudo realizado por Fu et al. (2018), o consumo energético empregado pelo
spray dryer & aproximadamente 70% menor quando comparado a liofilizagdo. Quando
analisado pela perspectiva produtiva - a depender dos equipamentos, demanda de mercado e
escala de producdo - o estudo mostra que o spray dryer, processo continuo, produz cerca de
50.000 toneladas ao ano, enquanto a liofilizacao, processo definido por batelada, possibilita a
producdo média de 10.000 toneladas ao ano. Entretanto, segundo trabalhos realizados com
secagem de sourdough pelo método de spray dryer, este processo de desidratacdo resulta na
diminui¢do do niimero de células viaveis no produto final, como evidenciado por Caglar; Ermis;
Durak (2021), o qual relatou uma queda de 4,7 log UFC.g"! apds a secagem; assim como foi
reportada, também, a queda de 9 log para 5 log UFC.g™!, por TAFTI et al. (2013). Portanto, é
de suma importancia pré-estabelecer parametros de secagem que reduzam a perda de
viabilidade durante a secagem, como a variagdo da temperatura de saida, por exemplo, em que
a redugdo de 31,5°C pode aumentar em 84% a taxa de sobrevivéncia das células como

observado por Behboudi-jobbehdar et al. (2013).

3.2.3 Viabilidade Celular

A viabilidade celular refere-se a capacidade de reprodugdo da célula, esta multiplicacao
resultard no aumento de UFC durante os periodos de fermentacdo. Fatores intrinsecos, como,
estresses osmotico, oxidativo e térmico podem influenciar na perda de viabilidade, assim como
o aquecimento e a desidratacdo da célula (FU; CHEN, 2011). Parametros de secagem sao
fatores extrinsecos que devem ser pré-estabelecidos a fim de minimizar mecanismos de
inativacgdo celular durante o processo, estes estdo correlacionados com a variagdo de umidade e
temperatura relativa, tempo de reten¢ao durante a secagem, ou até mesmo a taxa de alimentagao
da amostra no equipamento, fatores determinantes para a diminui¢ao da viabilidade celular

(GONG et al., 2014).
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3.1.3.1 Crioinjuria

O tratamento prévio aplicado na amostra que ¢ submetida ao processo de liofilizagao se
da pelo congelamento a temperaturas abaixo de 0°C e posterior aumento até atingir a
temperatura ambiente - segunda etapa do processo - fazendo com que a amostra transpasse duas
vezes a zona intermediaria de temperatura (-15°C a -60°C), o qual oferece grande letalidade as
células. A inativacao celular se d4 majoritariamente durante este pré-tratamento. A taxa de
congelamento ¢ considerada um parametro importante a ser controlado, uma vez que, durante
este processo, a agua presente no meio intracelular desempenhara o papel na manutencao do
equilibrio osmético entre a célula e o meio externo. Esta velocidade de congelamento resultard
em diferentes conformacdes de cristais de gelo, podendo acarretar danos mecénicos a
membrana celular (GAO; CRITSER, 2000).

O super-congelamento (do inglés supercooling), é o fendmeno no qual um liquido ¢é
mantido em temperaturas abaixo do seu ponto de fusao sem que ele passe para estado sélido
(WILSON, 2012). De acordo com a hipotese dos dois fatores, proposta por Mazur e
colaboradores (MAZUR; LEIBO; CHU, 1972), em congelamentos suficientemente lentos, a
célula terd uma rapida perda de dgua por osmose a fim de eliminar a 4gua super resfriada do
interior e manter o equilibrio osmotico entre os meios interno e externo - uma vez que a agua
super resfriada tem maior potencial quimico quando comparado a 4gua parcialmente congelada
da parte externa - resultando na desidratacdo da célula e no n3o congelamento do meio
intracelular. Quando realizado um congelamento excessivamente lento, ha o encolhimento
severo do volume, obtendo uma célula desidratada e ndo congelada internamente. Caso a taxa
de congelamento seja acelerada, ela ndo sera capaz de perder 4gua na velocidade suficiente para
manter o equilibrio osmotico, o qual resultard na formagao de cristais de gelo intracelulares.
Uma taxa o6tima de congelamento, deve ser, entdo, suficientemente lenta para evitar a formacao
de cristais de gelo no interior da célula, e suficientemente rapida para minimizar os efeitos das
solugdes retratados previamente. A Figura 2 exemplifica os efeitos a célula decorrente das taxas

de congelamento.
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Figura 2: Representagdo grafica dos eventos fisicos as células a partir da taxa de congelamento.
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(a) Em congelamento lento, a taxa de crescimento do cristal e o gradiente de concentragdo entre as células e arredores ¢
baixo. A agua tem tempo suficiente para se difundir das células para manter o equilibrio osmoético, sendo congelada fora
das células. (b) Em congelamento ideal, a taxa de crescimento do cristal e o gradiente de concentragdo sdo maiores,
porém, a difus@o da adgua ¢ retardada pelo aumento da viscosidade devido a concentracdo e redugdo da temperatura. (c)
Em um congelamento muito rapido, a reducdo acentuada da temperatura restringe a difusdo da agua, apesar do alto
gradiente de concentragdo, portanto, os cristais de gelo se formam no interior da célula.

Fonte: Santivarangkna; Kulozik; Foerst (2008).

3.1.3.2 Inativagdo por altas temperaturas

Em secagem por spray dryer, as amostras sao atomizadas para a cAmara de secagem em
alta pressdo, formando goticulas, esta intensa tensdo de cisalhamento pode causar danos a
parede celular pela desnaturacdo irreversivel da proteina, além disso, submete as células a
exposi¢ao demasiada ao oxigénio, fator degradante para bactérias microaeroéfilas, como as BAL
(TAN; POH; CHIN, 2018). O oxigénio pode acelerar a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), o contato prolongado ocasiona estresse oxidativo a célula, acarretando a
ruptura celular, encolhimento da célula e oxidagao lipidica (ERMIS, 2022).

Na primeira etapa do processo, hd uma taxa de secagem constante, em que a temperatura
¢ limitada a temperatura de bulbo umido, devido ao efeito de resfriamento evaporativo, o grau
de resfriamento ¢ determinado pela velocidade da evaporacdo, sendo assim, quanto mais lento

0 processo evaporativo, menor sera a queda de temperatura da particula. Na segunda etapa, o
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periodo de taxa de secagem encontra-se decrescente, diversos parametros influenciam o
decaimento da viabilidade celular (ERMIS, 2022; MOREIRA et al., 2021).

Diferentes parametros de secagem podem ser pré-estabelecidos a fim de aumentar a
sobrevivéncia e estabilidade celular durante a secagem, fatores como temperaturas de entrada
e saida, o tempo de secagem, o tamanho das particulas e o teor de sélidos soltiveis sdo as
condi¢des majoritariamente impactantes na viabilidade do produto final (TAN; POH; CHIN,
2018). Vale destacar, também, que o tipo de espécie/cepa que passa pelo processo de
desidratacdo pode apresentar resisténcias diferentes ao processo de secagem, em razdo dos seus
valores de Z, intervalo de temperatura que ocasiona uma variagao de 10 vezes na velocidade de
morte, em que valores maiores de Z geralmente levam a taxas de sobrevivéncia mais altas
(FORSYTHE, 2013), como apresentado no trabalho de TO; Etzel (1997), que sob as mesmas
condi¢des de temperatura de saida (65°C) a taxa de sobrevivéncia do Lactococcus lactis ssp.
cremoris D11 e o Lp. plantarum UL137 foram de 2,95% e 14,7%, respectivamente.

Segundo a Teoria da inativagao por calor, apresentada por Gould em 1989, temperaturas
altas sdo responsaveis pela inativacdo de componentes criticos € componentes nao criticos -
estes estdo em maior quantidade, comumente - simultaneamente. A degrada¢cao de componentes
ndo criticos ndo acarreta na morte celular, até que a célula seja submetida a um nivel severo de
estresse e/ou estes componentes estejam em niveis muito reduzidos (GOULD, 1989;
MACKEY, 2000). O ribossomo, constituinte celular responsavel pela sintese de proteinas, ¢
considerado um componente critico para a inativacdo térmica, pois quando inativado, ¢
irreversivelmente prejudicial a ela, além disso, componentes celulares criticos induzem a
inativacdo de outros componentes (LEE; KALETUNC, 2002; OBUCHI et al., 2000).
Temperaturas abaixo de 64 "C danificam estruturas contidas ou constituintes da membrana
celular, 65°C e acima, ocorre a desnaturagdo das proteinas e danificacdo de ribossomos, bem
como danos a parede celular, os quais podem ser responsaveis pela morte térmica
(SANTIVARANGKNA; KULOZIK; FOERST, 2008). Temperaturas de saida maiores que
85°C sao letais para secagem de células probidticas, como evidenciado nos trabalhos de Zhang;
Lin; Zhong, (2016) o qual obteve um aumento na viabilidade de 2,4 log UFC.g"! a partir da
reducdo de 30°C na temperatura de saida, decaindo de 100 para 70°C.

A wuso de altas temperaturas levam a uma taxa de secagem mais rapida,
consequentemente, propicia a rigidez superficial do material que esta sendo seco, o que dificulta
a saida da agua do interior da célula. Um curto tempo de reten¢do acarreta mudancas drasticas
na temperatura e no teor de umidade da célula, implicando em uma maior inativagao celular

(GONG et al., 2014).
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O tamanho das particulas ¢ considerado, também, um fator crucial para a viabilidade
celular durante o processo de secagem, pois influencia significativamente o gradiente de
temperatura e umidade tanto dentro das particulas quanto no sistema como um todo (ERBAY;
HEPBASLI, 2013). A variacao na dimensao pode ser ajustada pelo tipo de bico e a pressao de
atomizacao aplicada, bicos com aberturas maiores associados a baixas pressdes originam
particulas grandes, a reciproca também ¢ vélida. A variagdo da velocidade de secagem ¢ obtida
conforme a dimensdo exposta para secagem, devido ao aumento ou diminuicdo da area de
superficie (ERATTE et al., 2016; RANADHEERA et al., 2015). Viscosidade, densidade e
tensdo superficial sdo propriedades fisicas quem afetam igualmente o tamanho da particula
(LIEVENSE; VAN'T RIET, 1993).

A fim de evitar uma inativacdo térmica significativa durante o processo de secagem,
pode-se definir uma propor¢ao adequada de liquido - umidade - para ar, garantindo que a
quantidade de calor transferido do ar quente para o liquido seja suficiente para que ocorra a
evaporacao da umidade sem comprometer a qualidade do produto final. Esta relagdo pode ser
ajustada a partir do teor de solidos soluveis da amostra (TAN; POH; CHIN, 2018). Este
fendomeno pode ser observado pelos resultados obtidos por Reale ef al. (2019), em que a
variagdo da temperatura do ar de saida associado ao teor de sélidos soliveis, em secagem por
spray dryer, influenciaram na sobrevivéncia de BAL e leveduras; o tratamento diluido na razao
1:2 (sourdough:agua destilada) apresentou uma perda de 2 ciclos logaritmos para BAL e
leveduras, por sua vez, quando diluido em 1:5 (sourdough:agua destilada) apresentou a queda

de apenas um ciclo logaritmico.

3.1.3.3 Inativagdo por desidrata¢do

Diferentes métodos de secagem sdo utilizados com o intuito de reduzir o teor de agua e,
assim, retardar processos metabdlicos durante o armazenamento. Células bacterianas contém
entre 70 - 95% de agua, este soluto contribui para a estrutura celular, bem como confere
estabilidade as proteinas, DNA e lipidios (POTTS, 1994). O teor de 4gua necessario paraa BAL
desempenhar suas fungdes fisioldgicas é de cerca de 0,5 g H,0.g™! de peso seco, caso a umidade
ao final do processo de secagem esteja abaixo do teor de 4gua da monocamada, as células se
tornam instaveis ou até¢ mesmo inviaveis (AGUILERA; KAREL, 1997; ZAYED; ROOS, 2004).
A membrana celular e o citoplasma sdo os locais majoritariamente danificados pelo estresse

causado pela desidratacdo; indices de ayw inferiores a 0,82 acarretam a inativacdo das células
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(GONG et al., 2014). A integridade da membrana celular ¢ afetada proporcionalmente a
reducdo da ay e aos teores de umidade menores que 40%, causando danos irreversiveis a célula
- inativacdo celular - quando abaixo de 20%, como relatado no estudo conduzido por Bauer et
al. (2012).

A estabilidade da bicamada lipidica depende da atracdo de Van der Waals e das forgas
repulsivas, em um processo de secagem, onde h4 remocao da agua, reforca a interagdo entre
Van der Waals e a cadeia de hidrocarbonetos, fazendo com que a membrana transite do estado
liquido cristalino para uma fase de gel. O aumento gradual da temperatura de fase da membrana
(Tm) ocorre a medida que o teor de dgua diminui (JACOBSON; PAPAHADJOPOULOS,
1975). As estruturas da bicamada lipidica sdo termodinamicamente instdveis e facilmente
perturbadas, tornando-se um alvo primario para danos induzidos por desidratacao (COX, 1993).
Tem-se conhecimento que as fun¢des das membranas e proteinas sao mantidas pela fluidez das
membranas, alteracdes provocadas na fluidez devido a desidratacdo influenciam na
modifica¢do da funcdo de algumas enzimas ou proteinas (ANANTA; VOLKERT; KNORR,
2005; SPECTOR; YOREK, 1985). Apos o processo de secagem, as células lesadas tornam-se
mais sensiveis, especialmente a alta concentragdo de NaCl, ha perda parcial de alguns materiais
citoplasmaticos, incapacidade de remover os ROS - células ndo desidratadas abstraem por meio
de um sistema auto-regulador - por reagdes quimicas normais, devido ao aumento na
concentracdo do citoplasma, mudangas no pH e alteracdes na fluidez da membrana

(SANTIVARANGKNA; HIGL; FOERST, 2008; TEIXEIRA; CASTRO; KIRBY, 1995).

3.1.3.4 Inativacdo durante armazenamento

Assegurar a estabilidade do produto no decorrer do periodo de armazenamento ¢
primordial para a garantia da sua qualidade, a preservacdo da viabilidade celular dependera dos
parametros designados na secagem - temperatura de secagem, tempo de retencdo, uso de
agentes protetores - assim como as condigdes de armazenamento que sdo empregadas, tendo a
umidade controlada e a temperatura 6tima de armazenamento como fatores fundamentais. Além
disso, a varia¢do na tolerancia propria de cada microrganismo deve ser avaliada conjuntamente
(SANTIVARANGKNA; KULOZIK; FOERST, 2008). De modo geral, a contagem de células
viaveis pode cair até 75% quando passados 50 dias do processo de secagem, e até 90% apos

200 dias de armazenamento (TAN; POH; CHIN, 2018).
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Conforme atestado por (ZAYED; ROOS, 2004), a quantidade de agua restante apds a
secagem, além de impactar a viabilidade celular no tempo zero, implica na inativagdo durante
o periodo de armazenamento, portanto, os teores de umidade devem ser baixos o suficiente para
as particulas permanecerem secas em estado vitreo. A temperatura de transigao vitrea (Tg), fator
determinante do estado vitreo, tem uma dependéncia significativa na temperatura e no teor de
agua, este indica a estabilidade e taxas de mudangas fisicas, quimicas e biolodgicas da particula
(AGUILERA; KAREL, 1997; OYINLOYE; YOON, 2020). Durante o armazenamento, o
emprego de temperaturas abaixo da Tg resulta em um produto estavel, em contrapartida, quando
em temperaturas altas ou proximas a Tg, causam uma maior movimentagao das moléculas de
agua e provocam mudangas na estrutura da matriz vitrea, (BEHBOUDI-JOBBEHDAR et al.,
2013; SAVEDBOWORN et al., 2017), acarretando no decréscimo de contagem celular, este
parametro foi estudado por Gul et al. (2020), o qual verificou uma maior contagem de BAL ao
armazenar o sourdough - seco por spray dryer - a 4°C quando comparado ao armazenamento a
25°C, fator atrelado a possiveis reacdes prejudiciais a célula.

Danos durante o periodo de armazenamento se ddo, também, pela mudanga no perfil de
acidos graxos das BAL, o aumento da propor¢do de acido graxo saturado esterificado esta
fortemente atrelado a morte celular, uma vez que a mudancga dos lipidios da membrana - de
liquido para uma fase mais cristalina - aumenta a Tm, acarretando na diminui¢do da fluidez da
membrana (CASTRO; TEIXEIRA; KIRBY, 1996). Apos a secagem por spray dryer, ha
diminui¢do na razdo entre os acidos graxos saturado/insaturado, demonstrando, assim, os
possiveis danos causados pela oxidagdo lipidica as estruturas celulares com esta molécula em
sua composi¢ao (TEIXEIRA; CASTRO; KIRBY, 1995). A lipdlise da-se quando apresentado
baixa aw, valores inferiores a 0,1 g.H,O.g™! de peso seco se faz necessirio quando efetuado
longos periodos de armazenamento, visto que esta fracdo aquosa contribui para a estrutura
celular, estabilizacdo e reagdes bioquimicas nas células (GAO; CRITSER, 2000).

Controle da umidade, temperatura, presenca de oxigénio e incidéncia direta de luz sdo
fatores criticos para a preservacao da viabilidade (FU; CHEN, 2011), a vista disso, faz-se uso
de embalagens com barreira protetora a estes agentes reativos, como bolsas laminadas, blister

ou vidro cor ambar, a fim de minimizar os efeitos degradantes (MORGAN et al., 2006).
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3.3 AGENTES PROTETORES

Diante dos variados mecanismos de inativagdo celular, diferentes métodos de
preservacao sao implementados com o intuito de reduzir as perdas durante o processo de
secagem e garantir uma alta estabilidade durante o periodo de armazenamento (STEFANELLO
et al., 2019). Agentes crioprotetores, como por exemplo a sacarose, maltose, lactose, proteina
do soro do leite e caseina auxiliam na diminuicao da letalidade ocasionada pela formacao dos
cristais de gelo durante a etapa de congelamento, protegem as proteinas termossensiveis e
estabilizam a membrana celular (SANTIVARANGKNA; HIGL; FOERST, 2008). A trealose,
por exemplo, ¢ comumente aplicada em secagem por liofilizacdo devido a sua agdo
crioprotetora, sendo capaz de penetrar na membrana celular e formar pontes de hidrogénio com
os grupos carbonila dos fosfolipidios (DIAZ et al., 1999; LUZARDO et al., 2000), impedindo
a passagem da fase fluida para a fase gel da membrana, mantendo a sua integridade e fluidez.
Além disso, a ligacdo deste dissacarideo ndo permite a alteracdo do espagamento entre os
fosfolipidios, evitando, assim, as separacdes dos componentes da membrana (PANEK;
MANSURE; ELEUTHERIO, 1993). Esta acdo crioprotetora foi avaliada por Stefanello et al.
(2018) durante a secagem por liofilizagao de sourdough tipo 1, o qual demonstrou uma redugao
de 2,0 log UFC.g"! de BAL nas amostras controle (sem adi¢io de agentes), ao passo que as
amostras que continham a inclusio de 15% de trealose mantiveram a contagem inicial.

Protetores como glicose, frutose e manose também sdo empregadas em secagens. A
adicdo desses solutos tem a capacidade de manter o equilibrio osmdtico e estabilizar as
proteinas e a membrana a medida que ha a evaporagdo da agua (WEN et al., 2019), assim como
o sorbitol e o manitol reduzem a oxidacao dos acidos graxos da membrana durante a secagem
e ao posterior armazenamento. Estudos reportaram o efeito protetivo dos carboidratos, também,
injurias térmicas causadas pela secagem em spray dryer. (TYMCZYSZYN; GOMEZ-
ZAVAGLIA; DISALVO, 2007) obtiveram alta viabilidade celular de L. delbrueckii ssp.
bulgaricus quando incorporados carboidratos (trealose, sacarose ou maltose) seca a 70 °C a
vacuo.

A maltodextrina, carboidrato produzido a partir da hidrolise do amido de forma
enzimatica ou fisico-quimica, ¢ um agente protetor comumente empregado na secagem por
spray dryer, devido a sua baixa higroscopicidade, alta solubilidade e baixo custo (BHANDARI;
DATTA; HOWES, 1997). Este possui diferentes graus de dextrose equivalente (DE), o qual
pode ser relacionado ao grau de polimerizagdo, portanto, o valor de DE equivale a sua

capacidade redutora com relagdo a dextrose pura (D-glicose), indicando, assim, varia¢do na sua
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higroscopicidade e solubilidade (BEMILLER; WHISTLER, 1996). Durante a secagem em
atomizagdo, a maltodextrina possibilita a dispersdo, evitando aglomeragdes e uma granulacao
homogénea. Quando aplicado no processo de liofilizagdo, previne a cristalizacdo e controla o
congelamento auxiliando na dispersibilidade (ALEXANDER, 1996).

A goma arabica, também conhecida como goma acacia, ¢ um polissacarideo de origem
natural com grande uso industrial como estabilizador, espessante e aditivo tecnologico
(PRASAD et al., 2022). Durante a secagem e armazenamento auxilia na manutencdo da
viscosidade e no impedimento de transformagdes estruturais, como colapso e cristalizacao.
Além disso, tem atividade antioxidante - pela redugdo de radicais livres - € contribui, também,
para a reten¢do de compostos volateis (RIGHETTO; NETTO, 2005; RISCH; REINECCIUS,
1995). Alguns estudos indicam que a goma arabica possui valores de Tg maiores que a
maltodextrina, portanto, sugere-se que o emprego da goma como agente protetor pode ser mais
eficiente a maltodextrina (MCNAMEE; O’RIORDA; O’SULLIVAN, 1998; PRASAD et al.,
2022).

A formacdo vitrea ¢ um fator primordial para a estabilizacdo das culturas durante o
armazenamento, agentes que possuem o maior Tg sdo considerados mais eficientes para a
estabilidade da matriz (BRYANT; KOSTER; WOLFE, 2001). Determinados agentes protetores
induzem o aumento da viscosidade - ao redor ou abaixo da Tg - estabilizando os componentes
celulares e retardando a mobilidade molecular, assim, retardando as reagdes de deterioracao
(BUITINK et al., 2000; KAWAIL SUZUKI, 2007). HIGL et al. (2007) analisou os efeitos das
matrizes da lactose em estado vitreo e ndo vitreo na inativagdo do microrganismo Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei durante o armazenamento, diante de um rigoroso controle das
condig¢des do experimento, foi conclusivo que a taxa de inativacdo ¢ menor quando em estado
vitreo, havendo uma ampla inativagdo celular sob estado ndo vitreo, frente a temperatura de
armazenamento € a aw. Contudo, foi considerado pelo autor a possivel presenca de outros
mecanismos causadores de inativacdo durante o experimento, sendo assim, ndo categoriza o
estado vitreo como um limiar absoluto de inativacdo. Ao longo da remog¢ao continua da 4gua
durante a secagem, a membrana celular torna-se um local critico para injurias, decorrente do
vazamento na membrana celular devido a Tm. Os carboidratos assumem a fungdo protetiva a
membrana, a partir da diminui¢do da Tm, possibilitando, assim, a reten¢do da fase liquida
cristalina perante certas condi¢des de secagem (SANTIVARANGKNA; HIGL; FOERST,
2008).

O uso de agentes ¢ notavelmente vantajoso para a preservacao da viabilidade celular,

todavia, um elevado teor de s6lidos implica no decaimento da preservagao dos microrganismos.


https://www.zotero.org/google-docs/?Dkedjk
https://www.zotero.org/google-docs/?Dkedjk
https://www.zotero.org/google-docs/?Dkedjk
https://www.zotero.org/google-docs/?Tghvhq
https://www.zotero.org/google-docs/?Tghvhq
https://www.zotero.org/google-docs/?Srsth9
https://www.zotero.org/google-docs/?Srsth9
https://www.zotero.org/google-docs/?Srsth9
https://www.zotero.org/google-docs/?Srsth9
https://www.zotero.org/google-docs/?ORhfrP
https://www.zotero.org/google-docs/?rLTxoM
https://www.zotero.org/google-docs/?rLTxoM
https://www.zotero.org/google-docs/?rLTxoM
https://www.zotero.org/google-docs/?B09Z6l
https://www.zotero.org/google-docs/?B09Z6l
https://www.zotero.org/google-docs/?B09Z6l
https://www.zotero.org/google-docs/?dfoZHd
https://www.zotero.org/google-docs/?dfoZHd

32

Uma dimensao maior da particula reduz a taxa de secagem, exigindo um tempo de processo
prolongado, o qual pode desencadear a morte celular antes da secagem completa
(SANTIVARANGKNA; KULOZIK; FOERST, 2007). A permanéncia dos agentes na
superficie da membrana ¢ considerada um fator decisivo para a garantia do efeito protetivo.
Além disso, polimeros com alto peso molecular nao possuem tamanho ou estrutura capazes de
introduzir-lhes entre as superficies - principalmente quando hd a diminuicdo no espago da
bicamada desidratada - sendo incapaz de realizar as ligagdes. Desta forma, o agente vitrifica no
exterior da membrana e ndo realiza a diminui¢do na Tm, ndo exercendo a protecao das células

durante a secagem (KOSTER et al., 2000; KOSTER; MADDOCKS; BRYANT, 2003).

3.4 PROPRIEDADES TECNOLOGICAS DO PAO FORMULADO COM SOURDOUGH

As BAL predominantes no sourdough podem ser agrupadas em homofermentativas,
produtoras de acido latico como principal produto da fermentacdo, ou heterofermentativas,
produtoras de acido latico, didxido de carbono (CO»), &cido acético e etanol (CARR; CHILL;
MAIDA, 2002). A producao de acidos organicos oferece uma complexidade sensorial, extensao
da vida util, e uma caracterizacdo 4cida aos paes formulados com o fermento sourdough. A
acidificagdo da massa contribui para a hidrélise parcial do amido e protedlise controlada das
proteinas do gluten (gliadina e glutenina), resultando em uma massa mais extensivel € menos
elastica (CLARKE et al., 2004). A protedlise parcial resulta em uma maior absor¢do de agua
pelo glaten, produzindo assim, miolos macios e com retardamento do endurecimento
(HAMMES; GANZLE, 1998), estas propriedades a textura sio igualmente observadas pelo
EPS, que se liga a agua presente no meio, diminuindo a agua livre para a retrograda¢do do
amido (GOBBETTI et al., 2014; TIEKING; GANZLE, 2005). Segundo o estudo realizado por
Tafti et al. (2013), quanto maior o percentual de sourdough tipo III adicionado a formulacao de
pao, maior a absorcdo de agua e o grau de amolecimento da massa.

Além do aperfeicoamento da textura do panificado, a diminui¢do do pH dificulta o
crescimento de bactérias do género Bacillus, produtoras de esporos capazes de sobreviver ao
processo de forneamento (ROSENKVIST, 1995), ocasionando a producdo de metabolitos
toxicos ao consumidor e responsaveis pela rope spoilage, deterioracdo do pao caracterizado
pela descoloragdo do miolo e odor doce de fruta (DE BELLIS et al., 2015; PEREIRA et al.,
2020). Os acidos latico, acético e valérico produzidos durante a fermentacdo do sourdough

possuem acdo antifungica, retardando o aparecimento de fungos filamentosos, como
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evidenciado por Rizello ef al. (2011), em que expds fatias de pao feito com adi¢do de 4% de
fermento sourdough (Lp. plantarum e Furfurilactobacillus rossiae) liofilizado, armazenadas
em saco de polietileno em temperatura ambiente, apos 28 dias foi notdvel a contaminagao por
fungos. Diante da atividade sinérgica dos metabolitos produzidos pelas BAL e leveduras
durante a fermentagdo, nota-se uma potencial solugdao ao uso exacerbado de conservantes e
aditivos quimicos pela industria de panificagdo (QUATTRINI ef al., 2019; RIZZELLO et al.,
2011).

Durante a fermentagdao, aminoacidos fornecidos pela protedlise sdo convertidos em
compostos aromaticos (GANZLE; LOPONEN; GOBBETTI, 2008), podendo, também, haver
a sua formacdo pela oxidagdo dos lipidios, reacdes enzimaticas ¢ metabolismo de BAL e
leveduras, trazendo complexidade ao produto final (HADIYANTO et al., 2007). Cerca de 196
compostos volateis sdo provenientes da fermentacao, podendo ser divididos em diferentes
grupos quimicos: aldeidos, alcoois, ésteres, cetonas, acidos, furanos, entre outros (PETEL;
ONNO; PROST, 2017). Ao analisar paes formulados com sourdough tipo II1, Mantzourani et
al. (2019) identificaram compostos como etanol, acetato de etila e butirolactona, além disso, os
autores salientaram que o pao feito com o sourdough tipo Il (L. paracasei K5 liofilizado e
imobilizado) foi mais resistente a deterioragdo por bolor e rope spoilage, devido a sua maior
carga de acidos organicos. Parametros como temperatura, rendimento da massa, tempo de
fermentacao e o tipo de farinha podem afetar de forma variada a produ¢ao de compostos volateis
e produg¢do de acidos organicos (GOBBETTI et al., 1995).

Durante o forneamento, com o uso de temperaturas acima de 150°C, ocorre a
caramelizacao do agucar e liberacdo de compostos volateis (BIANCHI et al., 2008). A reagao
de Maillard ¢ uma reacdo ndo enzimatica que ocorre entre o agucar redutor - liberado pelo
metabolismo da BAL - e os aminoacidos, formando as melanoidinas (pigmento amarronzado)
e liberando aromas durante o assamento (GOBBETTI et al., 1995; PURLIS; SALVADORI,
2009).

A obtengdo de paes com maior volume decorre da produgdo de CO» pelas BAL e
leveduras autoctones da farinha. Propriedades atreladas ao volume e reducao de dureza foram
relatadas por Katina et al., (2006), onde houve um aumento de 0,2 - 0,5 ml/g de volume
especifico e a diminuicdo da dureza apds quatro dias de armazenamento, quando incorporado

20g de sourdough tipo 11 (Lb. brevis) /100g de farinha.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MICRORGANISMOS

A partir do estudo realizado por Menezes et al. (2021), o qual relacionou a aptidao
tecnologica de diferentes espécies de BAL, parametros como producao de dioxido de carbono
(CO»), potencial de acidificagdo, preferéncia metabdlica por carboidratos e producdao de EPS,
foram utilizados como critério para a sele¢do das culturas iniciadoras. Para a realizagdo deste
trabalho, foram selecionadas trés diferentes espécies de BAL pertencentes ao cepario do
Laboratoério de Tecnologia de Alimentos e Bioprocessos da Universidade Federal de Santa
Catarina, sendo elas Lactiplantibacillus plantarum, Weisella minor e Levilactobacillus brevis
conforme demonstrado na Tabela 1. Estas foram mantidas sob congelamento a - 20°C em tubos
tipo eppendorf contendo caldo Man-Rogosa-Sharpe (MRS, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
EUA) e glicerol 20% (Quimibras AS, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil).

Para a recuperagao das cepas, foram realizadas duas reativagdes consecutivas em caldo
MRS adicionado de maltose 1% a 36°C por 24h em jarra hermética com sistema gerador de
anaerobiose (Anaerocult, Merck, Darmstadt, Hesse, Alemanha). Em seguida, os caldos foram
centrifugados a 4.500 rpm por 5 min, as células lavadas duas vezes em solucdo de Ringer
(Oxoid) e ressuspensas na mesma solucio, obtendo uma concentragio final de 10° UCF/ml. O
combo utilizado como cultura iniciadora foi formado, entdo, pela juncao das trés cepas de BAL

nas mesmas concentragdes celulares (Tabela 1).
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Tabela 1: Cepas selecionadas para a elabora¢do do sourdough, origem, classificagdo fermentativa, capacidade

de acidificacdo e produgdo de CO».

Capacidade de Producio de
Microrganismo Cepa Origem Classificacao*
acidificacio CO:
Lactiplantibacillus
LBPUFSC 21 Desconhecida HeteF pH <4,15%* -
plantarum
Levilactobacillus
LBPUFSC 4901 Sourdough HeteO pH < 4,50%* +
brevis
Weisella minor LBPUFSC 4451 Sourdough HeteO pH < 4,30%** -

*HeteF: heterofermentativo facultativo; HeteO: heterofermentativo obrigatorio;

**24h de fermentagdo em meio adicionado de leite desnatado (Molico, Nestle, Sao Paulo, Sao Paulo, Brazil);
***24h de fermentagdo em meio adicionado de farinha de trigo (Ecobio, Coronel Bicaco, Rio Grande do Sul, Brazil);
+ capacidade de producdo de CO, em 48h de fermentagdo em massa de farinha de trigo; - auséncia de produgéo

de COzem 48h de fermentagdo em massa de farinha de trigo.

Fonte: Menezes et al. (2021).

4.2 PREPARO DO SOURDOUGH

O fermento sourdough foi elaborado a partir da incorporacao da farinha de trigo branca
tipo 1 (Nita, Santos, Sdo Paulo, Brasil), o qual possui composicdo centesimal de 72% de
carboidratos totais, 12% de proteina, 1,6% lipidios, 0,4% de cinzas e 12% de umidade, agua
filtrada estéril e as culturas iniciadoras (Tabela 1). O rendimento utilizado para a massa foi de
200 (RM = peso da massa x 100/peso da farinha seca). A homogeneizacao dos componentes
foi feita por agitacdo mecanica e posterior incubacgao a 36°C por 24h. Ao final da fermentagao,
o fermento sourdough foi fracionado e os agentes protetores foram misturados com auxilio de
agitacdo mecanica. Os testes foram divididos em trés tratamentos: controle (sourdough sem
adicao de agentes), sourdough com adi¢cdo de 7% de goma ardbica (Bras, Sao Paulo, Brasil)
(m/m) e sourdough com adi¢do de 10% de maltodextrina (DE 20) (Bras, Sdo Paulo, Brasil)

(m/m).

4.2.1 Analises do sourdough durante a fermentacao

A curva de acidificagdo € o acompanhamento do crescimento microbiano foram

realizados durante a fermentacao nos tempos 0, 6, 12, 18 e 24h e avaliados o pH, a ATT, a
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enumeracao de BAL e bolores e leveduras. Aliquotas de 1g de fermento sourdough foram
coletadas e diluidas em 10 ml de 4gua destilada para a medi¢do do pH, determinado em
potenciometro (Hanna Edge, Woonsocket, Rhode Island, EUA), seguida da determinacdo da
acidez total titulavel, expressa como a quantidade (mL) necessaria de hidroxido de sodio
(NaOH) 0,1 N para atingir a faixa de pH entre 8,40 e 8,60 (AACC, 2010). As analises foram
conduzidas em triplicata. Para a determinagdo de BAL e leveduras, aliquotas de 10 g de
fermento sourdough adicionadas de 90 ml de 4gua peptonada (0,1%) foram homogeneizadas
por 2 minutos em equipamento tipo stomacher (Marconi, modelo MA 440/CF, Sao Paulo, Sao
Paulo, Brasil). O plaqueamento para enumeracdo de BAL foi realizado em dgar MRS, incubado
a 36°C por 72h em jarra com gerador Anaerocult, ao passo que o cultivo de bolores e leveduras
foi efetuado em agar YEPD (Yeast Extract Peptone Dextrose, Merck, Darmstadt, Hesse,
Alemanha) sob condicdes de aerobiose a 25°C por 48h (MENEZES et al., 2019). Ambos os
resultados foram expressos em unidades formadoras de colonia por grama de amostra (UFC/g"
1) seguindo a metodologia ISO 6611 (ISO 6611, 2004). Para isso foram coletadas cinco
aliquotas nos tempos 0, 6, 12, 16, 18 e 24h e avaliados o pH, a ATT, a enumeracdo de BAL e

bolores e leveduras.

4.3 SECAGEM DO SOURDOUGH

4.3.1 Liofilizacao

A secagem por liofilizacdo foi realizada em um liofilizador de bancada (Terroni *
Fauvel - LT 1000/8, Sao Carlos, Sdo Paulo, Brasil). As amostras foram submetidas a secagem
por 22 h até completa sublimagdo da 4gua, usando como parametro a redugdo da a, (< 0,3). Os
fermentos sourdough frescos foram fracionados e congelados a - 80°C em copos para
liofilizagdo, que sdo acoplados aos manifolds do equipamento e secos a 15 Pa (CAGLAR;
ERMIS; DURAK, 2021). Depois de secos, foram triturados em moinho de facas e envasados
em embalagens tipo pouch metalizadas seladas a vacuo, armazenadas ao abrigo da luz, em

temperatura ambiente e sem controle de umidade, simulando um ambiente de comercializagao.
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4.3.2 Spray dryer

A secagem foi realizada em um spray dryer de escala piloto (mini spray dryer B-290,
Biichi, Flawil, Switzerland) e as condigdes de secagem foram: temperatura de entrada de 150 +
3°C e temperatura de saida de 85 + 3°C. A solugdo de alimentagdo contendo o fermento
sourdough fresco foi diluida com 4gua filtrada estéril para a obtengdo de 20% de so6lidos
soluveis e mantida em agitacdo magnética em temperatura ambiente. A solugdo foi atomizada,
no sentido concorrente, para a cimara de secagem, a pressao reduzida, por meio de uma bomba
peristaltica com uma taxa de alimentagdao de 13 mL/min, com pressdao de atomizagao de 0.7
MPa e vazio de ar de 35 m’/h, metodologia adaptada de Perdana et al. (2014). O fermento em
p6 foi coletado e envasado em embalagens metalizadas seladas a vacuo como descrito na se¢ao

4.3.1.

4.4 ANALISE DO SOURDOUGH SECO

A fim de avaliar a vida util do produto seco, foram realizadas em triplicata, analises de
umidade, aw e viabilidade celular de BAL pelo periodo de 30 dias, sendo o tempo 0 a amostra
recém produzida, e as seguintes andlises seguindo o intervalo de 15 dias. Além disso, analises

de MEV e capacidade de fermentagdo do sourdough seco foram realizadas.

4.4.1 Umidade e aw

Os teores de umidade das amostras foram determinados em triplicata, pelo método
gravimétrico em estufa a 105°C por 24 h, conforme o método da AOAC (2005). A aw foi
determinada por um higrometro digital (Aqualab, Series 3 TE, Decagon Device, Inc., Pullman,

EUA) pela medida do ponto de orvalho a 25 °C.
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4.4.2 Viabilidade celular

As andlises de viabilidade celular foram determinadas no sourdough fresco apds 24h de
fermentagdo e, quando secos, foram avaliadas nos dias 15 ¢ 30 de armazenamento como

descrito na se¢do 4.2.1. Os resultados foram expressos log UFC/g™!.

443 pHe ATT

A homogeneizacdo de 10 g de sourdough em 90 mL de dgua destilada serd utilizado
para determinar o pH das amostras e, em seguida, a ATT expressa como a quantidade (mL) de

NaOH 0,1 N necessaria para atingir o valor de pH entre 8,4 a 8,6 (AACC, 2010).

4.4.4 Capacidade fermentativa

A analise de capacidade fermentativa foi realizada com os fermentos sourdough tipo 111
adicionado de goma arédbica, ap6s 15 dias de armazenamento. A partir do fermento seco por
spray-drying e liofilizagao, elaborou-se a mistura de 50% de farinha, 50% de fermento em po,
1% de sacarose e 60% de solugdo salina 0,9% (em relagdo a fracao seca), incubadas por 20h a
30°C (REALE et al., 2019). As analises de pH, ATT e BAL foram determinadas nos tempos 0,
12 e 20 horas de incubagdo. O ApH foi calculado como a diferenga entre os valores de pH no

inicio e ao final das 20 horas de fermentagao.

4.4.5 Microscopia de Varredura Eletronica (MEV)

O preparo e andlise das amostras foram realizadas no Laboratério Central de
Microscopia Eletronica (LCME) da Universidade Federal de Santa Catarina. A morfologia do
fermento sourdough em po foi observada a partir de micrografias obtidas por um microscopio
de varredura convencional com filamento de tungsténio do modelo JEOL JSM-6390LV,
operando a voltagem de aceleragdo de 8kV sob vacuo. Os pds, apos sete dias de
armazenamento, foram aderidos em uma fita de carbono fixada em um stub de aluminio e

pulverizados com ouro previamente a analise (ARICI et al., 2018).
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4.5 PRODUCAO DE PAES A PARTIR DO FERMENTO EM PO

A reativagdo do fermento foi conduzida pela reidratacdo dos pds na mesma proporgao
de farinha de trigo (1:1), 60% de solugao fisiologica 0,9% e 1% de sacarose, sendo incubados
a 30°C por 24 h. Quatro massas foram formuladas a partir de 300g de farinha de trigo branca
tipo 1, 213g de dgua mineral, 6g de NaCl e 6g de levedura S. cerevisiae (Fleischmann, Sao
Paulo, Sdo Paulo, Brazil). As massas MSD e ML foram incorporadas com 150g das misturas
reativadas do Sourdough tipo III com adigdo de goma ardbica, seco por spray-drying e
liofilizagdo, respectivamente. A massada MFR foi adicionada de 150g do Sourdough tipo Il e
a MC foi formulada apenas com levedura, caracterizada como tratamento controle.

Foi conduzida a autélise de 45 minutos na mistura de farinha e 4gua, a fim de solubilizar
as proteinas e ativar as enzimas da farinha. O restante dos ingredientes foram incorporados ¢ a
massa foi sovada em batedeira (Batedeira planetaria OBAT912 1000w, Oster, Boca Raton,
Florida, EUA) utilizando um batedor no formato gancho, por 10 min. Apds 30 min de descanso,
foram feitas duas dobras na massa - sobre ela mesmo - este processo foi repetido quatro vezes,
até atingir o ponto de véu da massa. Em seguida foram moldadas e fermentadas por 1 hora e 30
minutos em uma camara climatica de fermentagao a 30°C. O forneamento foi feito em forno
com circulacdo de ar forgado com inje¢do de vapor (Venancio, Venancio Aires, Rio Grande do
Sul, Brazil) a 180°C por 30 min (REALE ef al., 2019). Apos o resfriamento em temperatura
ambiente, foram realizadas as avaliagdes do pH, ATT e perfil de textura. Os paes foram

armazenados em sacos plasticos de poliestileno em temperatura ambiente.

4.5.1 Analises de propriedades fisicas

A anélise de perfil de textura (TPA) foi conduzida em um texturdmetro modelo TA-XT
plus (Stable Micro Systems, Texture Exponent software, Surrey, UK) para avaliagao das
propriedades de coesividade, dureza, elasticidade e mastigabilidade das diferentes formulacdes
de paes. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. Seis horas apos o
forneamento, cinco fatias de cada tratamento foram coletadas e padronizadas para obtencao de
amostras com dimensodes de 4,0 x 4,0 x 2,5 cm. Para a analise, cada amostra foi submetida a
duas compressdes consecutivas, o qual foi aplicado 40% de for¢a de compressdao maxima com

o auxilio de uma sonda cilindrica de 36 mm de diametro (APLEVICS et al., 2014).


https://www.google.com/search?sxsrf=APwXEdc5f5mITu05VnfAeRu78qhls5HRiA:1680357649727&q=Boca+Raton&si=AMnBZoFk_ppfOKgdccwTD_PVhdkg37dbl-p8zEtOPijkCaIHMpiWTjdLdIsdj99nzzfMpt7NNFmDEkdwggjPyODtSwRjpMmO_8LzQRapNE1DhsTapNojnrIB9Q-_v4iBKmUhM0ebCT7_2gj31WlA5mYjT7m3zlApSYLlPKu3xyqnf77qhW9PVua6OSpyHTV68TaaJggX0OH9&sa=X&ved=2ahUKEwje2LqG7Ij-AhWJAbkGHTJ-A74QmxMoAXoECGMQAw
https://www.google.com/search?sxsrf=APwXEdc5f5mITu05VnfAeRu78qhls5HRiA:1680357649727&q=Boca+Raton&si=AMnBZoFk_ppfOKgdccwTD_PVhdkg37dbl-p8zEtOPijkCaIHMpiWTjdLdIsdj99nzzfMpt7NNFmDEkdwggjPyODtSwRjpMmO_8LzQRapNE1DhsTapNojnrIB9Q-_v4iBKmUhM0ebCT7_2gj31WlA5mYjT7m3zlApSYLlPKu3xyqnf77qhW9PVua6OSpyHTV68TaaJggX0OH9&sa=X&ved=2ahUKEwje2LqG7Ij-AhWJAbkGHTJ-A74QmxMoAXoECGMQAw

40

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Todas as anélises deste trabalho foram realizadas em triplicata, sendo calculado seus
respectivos valores de média e desvio padrdo. O software STATISTICA® versio 13.0 foi
utilizado para a realizagdo da analise de variancia (ANOVA), a fim de determinar as diferencas

significativas (p < 0,05) entre as médias (teste de Tukey).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RESULTADOS

5.1.1 Curva de acidificacao

A partir do grafico apresentado na Figura 3, apds 24 horas de fermentacao, houve o
aumento da ATT de 1,37 para 11,86 ml de NaOH (0,1N) gastos e diminui¢dao do pH de 5,94
para 3,60. Apos 18 horas de fermentacao, ocorreu a estabiliza¢dao do pH, ndo havendo mudanga
estatisticamente significativa (p > 0,05) em seus valores, adequando-se a faixa entendida como
ideal para sourdough de 3,5 a 4,5 para a prevencdo do crescimento de microrganismos
patogenos (BRANDT, 2007; KATINA et al., 2005). Portanto, as cepas inoculadas acidificaram
o sourdough a uma faixa ideal de pH em um tempo satisfatério, como esperado. A produ¢ado de
acidos organicos manteve-se em aumento continuo (p < 0,05) durante as 24 horas.

Em 12 horas de fermentagdo, a contagem de BAL foi estabilizada (p > 0,05) em 9,49
log UFC/g’!, decorrente do estresse 4dcido causado pelo efeito de auto acidificagdo, o qual o
acumulo de 4cido latico proveniente da fermentagdo gera um estresse a célula, inibindo o seu
crescimento (PAPADIMITRIOU et al., 2016). Por outro lado, a contagem de leveduras nao
diferiu estatisticamente (p > 0,05) quando comparados todos os tempos, mantendo o valor
médio de 3,59 log UFC/g™!. Resultados semelhantes nas variagdes de pH, ATT e contagem de
BAL foram demonstrados, também, nos estudos realizado pelos autores Menezes et al. (2021),

Perri et al. (2022), corroborando os valores encontrados no presente trabalho.


https://www.zotero.org/google-docs/?8KKvlD
https://www.zotero.org/google-docs/?8KKvlD
https://www.zotero.org/google-docs/?8KKvlD
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https://www.zotero.org/google-docs/?Bi0DR6
https://www.zotero.org/google-docs/?Bi0DR6
https://www.zotero.org/google-docs/?SKtLtW
https://www.zotero.org/google-docs/?SKtLtW
https://www.zotero.org/google-docs/?SKtLtW
https://www.zotero.org/google-docs/?SKtLtW
https://www.zotero.org/google-docs/?SKtLtW
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Figura 3: Curva de acidificacdo do sourdough tipo Il durante 24h de fermentacao, indicando pH (=H=), acidez

total titulavel (ATT) (‘O ) em ml de NaOH, leveduras (®) ¢ bactérias acido lacticas (BAL) (+) em log UFC/g.

1M

Log UFC/g -1

H{h

1] ] 1z 13 e

Tempao (h)

Fonte: A autora (2023).

5.1.2 Secagem por liofilizacio

O tempo de secagem foi determinado até que as amostras atingissem aw < 0,3. O
fermento sourdough tipo II controle submetido a liofilizagdo apresentou umidade (%) de 55,5
+ 0,07 e valor de awde 0,994 + 0,07. O fermento Sourdough com adi¢do de goma ardbica
apresentou valores de umidade (%) de 52 + 0,07 e awde 0,993 + 0,07. O fermento sourdough
com adi¢do de maltodextrina possuia valores de umidade (%) de 50,5 + 0,21 e awde 0,991 +
0,08. Para os tratamentos com adi¢do de maltodextrina e controle, a contagem de BAL foi de
8,40 log UFC/g, valor de pH de 3,5 ¢ ATT de 11,37 mL gastos de NaOH. Para a formulacao do
fermento sourdough adicionado de goma ardbica, a contagem de BAL foi de 9,12 log UFC/g,
valor de pH de 3,5 ¢ ATT de 11,20 mL gastos de NaOH.

Conforme demonstrado na Tabela 2, quando avaliado o tempo zero, o tratamento
controle sofreu perda de 1,08 ciclo logaritmico, ao passo que os tratamentos adicionados de
goma arabica e maltodextrina decairam 0,91 e 0,89 ciclo logaritmico, respectivamente. Esta
acdo crioprotetora também foi constatada por Gul ef al. (2020) o qual verificou o aumento de

94% na sobrevivéncia da cepa de Levilactobacillus brevis ED25 - quando adicionado de


https://www.zotero.org/google-docs/?NKh3BE
https://www.zotero.org/google-docs/?NKh3BE
https://www.zotero.org/google-docs/?NKh3BE
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crioprotetores, neste caso, usado leite desnatado, lactose e sacarose - desidratada por

liofilizagao.
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Tabela 2: Propriedades fisico-quimicas e contagem de bactérias acido lacticas (BAL) (log UFC/g) em sourdough

tipo 111 seco por liofilizagdo nos tempos 0, 15 e 30 dias de armazenamento. Sourdough Controle sem adi¢do de

agente protetor.

Controle Goma Arabica Maltodextrina
Umidade (%)
To 4,81 + 0,007* 3,45+ 0,198* 6,91 + 0,064%
Tis 4,72 + 0,042% 3,10 £ 0,057 6,75 + 0,205%
T30 6,77 £ 0,205° 3,30 £ 0,141* 6,83 +£0,127°
pH
To 3,58 + 0,007° 3,73 £ 0,021 3,51 40,0072
Tis 3,48 +£0,007° 3,72 £ 0,007* 3,51 £ 0,007%
T30 3,74 £ 0,014* 3,81 £ 0,035% 3,64 £ 0,085°
ATT (ml)
To 22,99 +0,141° 17,97 £ 0,332 18,37 + 0,134°
Tis 23,51 + 0,014° 17,64 + 0,7217 18,02 + 0,021*%
T30 26,03 £+ 0,354° 21,39 + 1,541* 17,88 + 2,192%
BAL (log UFC/g)
To 7,32 +£ 0,138 8,21 +0,078* 7,51 £ 0,179%
Tis 6,65 + 0,121° 7,96 + 0,196% 6,88 + 0,134°
T30 6,51 +0,173° 7,80 £ 0,196 6,87 + 0,037°
aw
To 0,0393 + 0,001* 0,0892 + 0,006 0,2959 + 0,026*
Tis 0,0419 + 0,003? 0,0880 + 0,001* 0,3551 £ 0,001°
T30 0,0379 + 0,001* 0,0844 + 0,002% 0,3089 + 0,045%

Os valores correspondem a média + desvio padrio. Valores seguidos de letras diferentes (**¢) na mesma coluna,
diferem entre si estatisticamente (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

Fonte: A autora (2023).
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Os resultados obtidos durante o armazenamento dos fermentos sourdough tipo II1
controle e com adicdo de maltodextrina indicam que houve diferencas estatisticamente
significativas (p < 0,05) entre o To e os tempos 15 e 30, porém, apds 15 dias de armazenamento,
ndo apresentaram perda logaritmica estatisticamente significativa (p > 0,05). O uso de
embalagem com barreira a oxigénio e incidéncia de luz aliado ao uso de vacuo auxiliaram na
preservacdo das BAL. As perdas logaritmicas decorreram, eventualmente, devido as injurias
acarretadas pelo processo de secagem e armazenamento sem refrigeracdo (GUL et al., 2020).
Para o tratamento com adicdo de goma arédbica, os valores médios das contagens de BAL
permaneceram invariaveis estatisticamente (p > 0,05) durante todo o periodo de
armazenamento, classificando-o como potencial para uma vida de prateleira ensaiada de 30
dias. Nao foram encontrados trabalhos relacionados a utilizagao de agentes protetores (goma
arabica e maltodextrina) ou as culturas starters utilizadas no presente trabalho quanto a secagem
e avaliacdo durante o tempo de armazenamento, entretanto, de forma geral, de acordo com o
estudo realizado pelos colaboradores Stefanello et al. (2019), os melhores resultados obtidos
nas taxas de sobrevivéncia de Limosilactobacillus fermentum e Wickerhamomyces anomalus
secos por liofilizagdo, foram atingidos pelo uso de crioprotetores (leite em pd desnatado
combinado com 87% de glutamato monossodico e 74% de leite em pd desnatado), avaliados
durante 12 meses a temperatura ambiente.

Os valores médios de pH dos tratamentos no To apresentaram-se semelhantes aos
valores dos seus respectivos fermentos antes da secagem, ndo havendo diferenga estatistica (p
> 0,05), porém, o aumento dos valores de ATT foram notaveis em todos os tratamentos (p <
0,05), atingindo o acréscimo de até 11,62 ml de NaOH apds a secagem. Resultados similares
foram obtidos nos estudos realizados por Reale ef al. (2019) e Caglar; Ermis; Durak (2021), em
que o ATT dos fermentos sourdough tipo Il secos por liofilizagdo apresentaram-se maiores
quando comparados aos frescos.

Os valores de pH e ATT dos tratamentos com adi¢do de goma arabica e maltodextrina
ndo apresentaram variagao estatistica (p > 0,05) durante os trés tempos avaliados. As diferencas
estatisticamente significativas (p < 0,05) nos valores de pH e ATT evidenciados entre o To e os
tempos 15 e 30, no tratamento controle, deu-se possivelmente pela pds-acidificagdo, condigao
na qual o microrganismo exerce pequenas atividades metabdlicas na matriz alimenticia, ndo
sendo relevante tecnologicamente, porém com significancia verificada no tratamento estatistico
dos dados obtidos.

A umidade e aw ndo alteraram significativamente (p > 0,05) durante os 30 dias de

armazenamento para todos os tratamentos, estando de acordo com o estudo realizado por Reale
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et al. (2019), em que se manteve estabilizado durante seis meses de armazenamento.
Compreende-se que o método de conservacdo empregado, a partir dos controles de umidade,
aw e impedimento a exposi¢do demasiada ao oxigénio tenha influenciado na estabilizagdo destes

parametros (HUANG et al., 2017).

5.1.3 Secagem por spray-drying

O fermento sourdough tipo II controle submetido a secagem em spray-dryer foi
caracterizado com valores de umidade (%) de 55,5 + 0,07, aw de 0,994 + 0,06, contagem de
8,70 log UFC/g de BAL, pH de 3,46 ¢ 11,12 ml de NaOH 0,1N gastos. Para o tratamento com
adi¢do de goma arabica, a amostra apresentou valores de umidade (%) de 52 + 0,07, awde 0,993
+ 0,07, contagem de 8,88 log UFC/g de BAL, pH de 3,49 e 11,37 ml de NaOH 0,1N gastos. O
fermento sourdough com adigdo de maltodextrina possuia valores de umidade (%) de 50,5 +
0,21, awde 0,991 + 0,08, contagem de 8,73 log UFC/g de BAL, pH de 3,46 ¢ 11,12 ml de NaOH
0,1N gastos na titulagdo.

Como demonstrado na Tabela 3, apds a secagem por spray-drying, houve o decaimento
de 2,27 logs para o tratamento controle, 2,06 para o sourdough adicionado de goma arabica e
3,27 quando formulado com maltodextrina. Tafti et al. (2013) ao secar sourdough tipo I em
spray dryer sob a temperatura de saida de 90°C, observou a perda de aproximadamente quatro
logaritmicos, assim como os autores Caglar; Ermis; Durak (2021) e Wieschebrock; Seitter;
Hertel (2011), registraram uma redugdo significativa na contagem de BAL quando secos pelo
mesmo método citado. Mohd roby et al. (2020) ao secar sourdough tipo I adicionado de 7% de
goma arabica, com temperatura de saida de 100°C, observaram o decaimento de apenas 1,07

log, valor inferior ao encontrados neste trabalho.
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Tabela 3: Propriedades fisico-quimicas e contagem de bactérias acido lacticas (BAL) em sourdough tipo 111 seco

por spray-drying nos tempos 0, 15 ¢ 30 dias de armazenamento. Sourdough Controle sem adi¢do de agente

protetor.

Controle Goma Arabica Maltodextrina
Umidade (%)
To 544 + 0,251a 4,04 + 0,409a 4,42 + 0,285a
Tis 519 + 0,272a 4,37 + 0,054a 4,64 + 0,104a
T30 532 £+ 0,099a 4,27 + 0,079a 4,45 + 0,091a
pH
To 3,59 + 0,014a 3,74 + 0,007a 3,74 + 0,028a
Tis 3,53 + 0,014a 4,02 + 0,014a 3,74 + 0,035a
Ts0 3,57 £+ 0,040a 3,77 £ 0,021a 3,65 + 0,042a
ATT (ml)
To 24,89 £+ 0,439° 20,45 £+ 0,064* 20,68 + 0,028
Tis 25,26 + 0,856% 20,53 £ 0,007* 20,76 £ 0,064*
T30 26,17 £+ 0,590° 21,60 £+ 0,760° 20,14 £ 0,955*
BAL (log UFC/g)
To 6,43 + 0,398* 6,82 + 0,843 5,46 +£0,971*
Tis 54140397 6,08 + 0,894 4,54 + 0,088
T30 3,53 +£0,681° 5,04 +0,539° 3,15+ 0,212°
aw
To 0,1988 + 0,005? 0,1526 + 0,0004* 0,1954 £+ 0,009*
Tis 0,2131 +£0,010? 0,1566 + 0,005° 0,1959 + 0,004°
Ts0 0,1860 + 0,007* 0,1678 + 0,020* 0,2129 + 0,020*

Os valores correspondem a média * desvio padrdo. Valores seguidos de letras diferentes (

diferem entre si estatisticamente (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

a,b,c

) na mesma coluna,
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Fonte: A autora (2023).

O alto indice de decaimento na contagem de BAL quando adicionado de maltodextrina
decorre, possivelmente, das condi¢des da secagem. O aumento da densidade, proveniente da
adi¢do de 10% do agente ao fermento, pode influenciar na formagao de goticulas grandes no
momento de secagem, as quais requerem um maior tempo de retengdo para a completa secagem
da particula, consequentemente, esta exposi¢do demasiada as altas temperaturas promoveram a
injaria celular e até letalidade a célula (TAN; POH; CHIN, 2018). Entre os agentes protetores
aplicados no presente trabalho, portanto, se pode inferir que a goma ardbica possui um maior
efeito protetivo as BAL em secagens a altas temperaturas.

Quando avaliado o armazenamento durante o periodo de 30 dias (Tabela 3), a vacuo e
em temperatura ambiente com variacdes de até 5°C, ¢ observada a diminui¢do significativa (p
< 0,05) na viabilidade das BAL para todos os tratamentos.

Apesar do tratamento adicionado de goma arabica diferir estatisticamente (p < 0,05) nos
tempos zero ¢ 30, ele se mostrou o mais eficaz no efeito protetivo as BAL frente aos demais,
visto que sofreu um decaimento de apenas 1,7 log quando passados 30 dias de armazenamento.
Os tratamentos com adicdo de maltodextrina e controle sofreram a perda de 2,2 e 2,8 logs,
respectivamente. As perdas logaritmicas possivelmente decorrem das provaveis injurias
acarretadas pelas altas temperaturas durante a secagem ou até mesmo pelas condi¢des
ambientais durante o armazenamento. Estudos afirmam que o armazenamento em altas
temperaturas induzem o decaimento do nimero de células viaveis, quando comparado ao
armazenamento perto de 0°C, a tendéncia da sobrevivéncia insatisfatoria em ambientes com
temperaturas elevadas ¢ favorecido pelo aumento da taxa metabdlica e reagdo quimicas e
enzimaticas - como a oxidacdo lipidica - tornando-se desfavoraveis para a sobrevivéncia da
cé¢lula (BEHBOUDI-JOBBEHDAR et al., 2013; GUL et al., 2020; SAVEDBOWORN et al.,
2017; SHU et al., 2018). O autor Gul et al. (2020) constatou em sua pesquisa, porém em cepas
secas pelo método de liofilizacao, o decaimento de 0,14 log quando armazenado a 4°C e 1,17
log para armazenamento a 25°C.

Em todos os tratamentos os valores de ATT no tempo zero diferiram significativamente
(p <0,05) apds o processo de secagem, este aumento decorre possivelmente, da diminuicao da
umidade da amostra, concentrando os acidos organicos presentes. Em um estudo realizado por
Reale et al. (2019), os autores observaram o aumento nos valores de ATT ao secar sourdough
tipo I por spray-drying, corroborando os resultados obtidos. Por sua vez, percebe-se que, para

os valores de pH no T, apenas o tratamento controle nao diferiu (p > 0,05) do seu valor quando
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fresco, uma vez que os tratamentos com adi¢cao de goma arabica e maltodextrina adquiriram um
aumento de apenas 0,25 e 0,28 de pH, respectivamente. No mesmo trabalho, Reale et al. (2019)
atingiu valores de pH para os pos relativamente similares aos frescos, mesmo havendo diferenca
estatistica entre os tratamentos.

Durante o periodo de 30 dias, os valores de aw, umidade, pH e ATT ndo apresentaram
diferengas estatisticamente significativas (p > 0,05). Segundo Reale et al. (2019), a fim de uma
armazenagem segura, os valores de aw e umidade para produtos em po, devem estar abaixo de
0,25 e 5%, respectivamente. Apesar dos valores de aw apresentados para o tratamento controle
estarem de acordo com o limite mencionado pelos autores, demonstrando que a secagem foi
bem conduzida, o teor de umidade apresentou-se acima do limite adequado para uma estocagem

segura.

5.1.4 Capacidade fermentativa

O processo de reidratagdo do p6 ¢ de suma importincia para a recuperagao das células
que passaram pelo processo de secagem (MORGAN et al., 2006). Segundo Caglar; Ermis; Du
(2021), o in6culo direto do fermento a massa, sem passar pelo processo de reidratagdo, €
passivel de reducdo da contagem microbiana decorrente das possiveis injurias e estresses
metabolicos. A integridade celular e capacidade fermentativa pode ser analisada pelas medigdes
de pH, ATT e contagem de BAL durante o processo fermentativo. Os valores obtidos para estes
parametros em fermentos sourdough tipo I1I com adi¢dao de goma arabica secos por spray dryer

(FSD) e liofilizacao (FL) nos tempos 0, 12 e 20 estdo demonstrados na Tabela 4.
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Tabela 4: Capacidade fermentativa do sourdough tipo 11l adicionado de goma arabica seco por spray-

drying (FSD) e liofilizagdo (FL) durante o periodo de 20 horas de fermentagao.

pH

ATT (ml)

BAL (log UFC/g)

A pH

FL To
FL T12
FL T»o

4,13 + 0,007
3,91 £ 0,014°
3,74 + 0,028°

5,32 + 0,396°
6,29 + 0,346°
8,24 + 0,559

7,93 + 0035°
8,37 + 0,120°
8,82 +0,518?

0,37

FSD Ty
FSD Ty»
FSD Ty

4,25 +£0,071*
4,05 + 0,021°
3,96 + 0,014°

6,25 + 0,042°
6,34 + 0,028°
7,79 £ 0,417%

6,04 + 0,029°
7,59 + 0,0172
8,86 + 0,8082

0,27

. R N . . a,b,c
Os valores correspondem a média & desvio padréo. Valores seguidos de letras diferentes (“>°) na mesma

coluna, diferem entre si estatisticamente (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

Fonte: A autora (2023).

Figura 4: Capacidade fermentativa do sourdough tipo III adicionado de goma arabica seco por spray-

drying (FSD) e liofilizagdo (FL) durante o periodo de 20h de fermentag@o, indicando pH (=H=), acidez total
titulavel (ATT) (‘O ) em ml de NaOH, leveduras (@) e bactérias acido lacticas (BAL) (+) em log UFC/g.

(FSD)

Log UFCg -1

i1

'I'r..'mrln {hi

20

49



50

12
]
1 K
§ m|
- [
[ i
E
4
-
1] - |
0 12 20
Termpo (k)

Pode-se observar que o fermento obtido pelo método de liofilizacdo possui valores de
pH diferentes entre si (p < 0,05) quando comparados To, T12 € T20. Estes valores indicam que
as BAL foram capazes de fermentar os carboidratos disponiveis no meio durante todo o periodo
da anélise, produzindo acidos organicos responsaveis por abaixar o pH da mistura (DE VUYST;
COMASIO; KERREBROECK, 2021; THIELE; GANZLE; VOGEL, 2002). O aumento da
ATT, por sua vez, foi visivel ao final do processo para ambos os tratamentos por meio da
diferenca estatistica (p < 0,05) quando comparado o T2o ao To e Ti2, ocasionado, igualmente,
pelo metabolismo e produtos originados da fermentacdo. Todavia, ¢ notavel a presenca de
valores superiores na producao de ATT pelo tratamento FL, isto decorre das injurias celulares
presentes no sourdough seco por spray dryer, o uso de altas temperaturas acarreta no aumento
da fase /ag e na diminui¢do da producdo de acidos organicos na refermentacdo (HUANG et al.,
2017).

A capacidade fermentativa do sourdough tipo III pode ser avaliada, também, pela
contagem de BAL ao decorrer das 20 horas. A multiplicacdo celular neste processo de
refermentacdo indica que estas estdo em um estado cultivavel, portanto, houve a preservagao
da estrutura da célula, ndo influenciando no desempenho das suas fungdes metabolicas.
Conforme demonstrado na Tabela 4, houve a estabilizagdo da contagem de BAL apo6s 12 horas
de fermentagdo (p > 0,05), com o aumento de apenas 0,44 ciclo logaritmico quando comparado

ao tempo zero (p < 0,05). Quando seco por spray-drying, as BAL crescem progressivamente,
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em que o T12 ndo difere estatisticamente dos tempos zero e 20, porém, as contagens ao inicio
(To) e ao final (T24) da fermentacdo sdo diferentes (p < 0,05), promovido o acréscimo de 2,82
logaritmicos.

Estes valores indicam que as células se encontram em estado cultivavel, igualmente.
Apesar de haver lentidao quando disposto a fermentagdo, possivelmente ocasionado por fatores
decorrente as injurias durante o processo de secagem. Caglar et. a/ (2021), Huang et al. (2017)
e Reale et al. (2019) observaram que os processos de secagem acarretam o retardamento das
atividades metabolicas dos microrganismos, chamado de fase lag, refor¢ando, assim, a

necessidade de uma etapa de reidratacao e reativagao.

5.1.5 Microscopia de Varredura Eletronica (MEYV)

A partir das micrografias obtidas pela microscopia eletronica de varredura na Figura 4,
foi possivel avaliar e caracterizar a superficie das particulas dos sourdoughs. A partir das
imagens geradas pelo MEV ¢ possivel avaliar a fun¢do da forma de acondicionamento do

produto, assim como verificar o efeito protetivo desejado foi eficiente.



Figura 5: MEV da estrutura do sourdough tipo III controle (A), com adigdo de goma arabica (B) e maltodextrina (C) secos por spray dryer.

Fonte: A autora (2023).
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Como demonstrado na Figura 5A, o tratamento controle exibiu particulas com
superficies irregulares, em formato esférico levemente deformado, diferentes dimensdes e
bordas arredondadas. Além disso, € relevante salientar a presenca de fissuras, as quais podem
resultar pela exposicao demasiada ao oxigénio, gerando indiretamente letalidade via oxidagao
as culturas microbianas. Este fator pode ser evidenciado pela diminuigdo estatisticamente
significativa (p < 0,05) dos logaritmicos durante os 30 dias de armazenamento demonstrados
na Tabela 3.

A partir da Figura 5B e 5C, observa-se o recobrimento dos agentes as particulas, sendo
este responsavel pela acdo protetora prevista, corroborando a preservacao logaritmica em 15
dias de armazenamento observadas na Tabela 3. O tratamento adicionado de goma ardbica
apresentou particulas com superficie lisa, dimensdes variadas e conformacdes geométricas
diversificadas. Por sua vez, o tratamento com adi¢ao de maltodextrina apresentou particulas
com irregularidades superficiais, maior dimensao e diferentes conformagdes geométricas.

Para todos os tratamentos, ¢ notavel a coalescéncia entre as particulas, fendmeno
ocorrido a partir da agregagdo das particulas menores. A higroscopicidade, capacidade de um
material de absorver umidade do ar, atua na coalescéncia das particulas do po, a partir do
aglutinamento e formagao de aglomerados, acarretando a diminui¢do da qualidade do produto
(ZHOU et al., 2020).

A partir das micrografias capturadas em MEV por Caglar; Ermis; Durak (2021), os
autores descreveram a superficie do sourdough tipo 111, seco pelo método de spray dryer, como
particulas esféricas, em uma grande por¢ao havia bordas arredondadas, algumas apresentaram

superficies rugosas, corroborando o resultado obtido neste trabalho.
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5.1.6 Analise dos paes

Figura 6: Paes formulados com adicao de fermento sourdough tipo III seco por spray-drying (PSD) e

liofilizacdo (PL), de sourdough tipo II (PFR) e tratamento controle (PC) apds forneamento.

Fonte: A autora (2023).

Figura 7: Fatias dos pédes formulados com adi¢do de fermento sourdough tipo 111 seco por spray-drying (PSD) e

liofilizagdo (PL), de sourdough tipo 11 (PFR) e tratamento controle (PC) apds 6 horas de forneamento.
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Fonte: A autora (2023).

5.1.6.1 Perfil de Textura (TPA)

A textura ¢ um atributo advindo da integralidade das caracteristicas fisicas do alimento
e das sensacdes percebidas - tato, visao e audigdo - pelo consumidor, sendo nomeados de
propriedades primarias e secunddrias, respectivamente. Mediante toda a sua complexidade, ¢
um fator primordial para a aceitabilidade do consumidor frente a um produto.

O perfil de textura (TPA) refere-se aos paes formulados com sourdough tipo 111 secos
por spray-drying (PSD) e liofilizacdo (PL), com adicdo de sourdough tipo 11 (PFR) e tratamento
controle (PC) apenas com incorporacgdo de S. cerevisiae. Os resultados da analise de perfil de

textura estdo demonstrados na Tabela 5.



Tabela 5: Parametros da textura de paes formulados com adigdo de sourdough tipo 111, seco por spray-drying (PSD) e liofilizagdo (PLF), sourdough tipo 11 (PFR) e

tratamento controle (PC).

Coesividade* Dureza (N) Elasticidade (%) Mastigabilidade (N)
PSD 0,80 + 0,025 7,36 + 1,074 0,94 + 0,017% 5,51 £ 0,746*
PL 0,77 + 0,041° 5,35 + 0,755° 0,93 + 0,014% 3,73 + 0,299°
PFR 0,83 +£0,014* 5,67 +£ 0,253 0,95 £ 0,021° 4,55 + 0,305
PC 0,80 + 0,028° 6,54 + 0,650 0,93 +£0,012° 4,93 + 0,580

*Nao possui unidade de medida, devido a sua caracteristica adimensional.
Tratamento controle formulado apenas com S. cerevisiae.
Os valores correspondem a média + desvio padrio. Valores seguidos de letras diferentes (**°) na mesma coluna, diferem entre si estatisticamente (p < 0,05) pelo teste
de Tukey.
Fonte: A autora (2023).
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A mastigabilidade, refere-se a forga e energia necessarias para tornar um alimento s6lido
em consisténcia apropriada para a degluticio (SAHIN; SUMNU, 2006). Para ambos os
parametros, PSD foi o tratamento com o maior valor obtido, ndo possuindo diferenca estatistica
(p > 0,05) entre os tratamentos PFR e PC. PL dispds do menor indice entre todos os tratamentos,
porém, nao difere (p > 0,05) dos tratamentos PFR e PC. Menezes ef al. (2021) nao constataram
diferencga significativa (p > 0,05) na mastigabilidade de paes formulados com sourdough tipo 1
comparados ao controle (com adicdo de S. cerevisiae), corroborando os resultados
demonstrados na Tabela 5.

A dureza ¢ uma propriedade primaria relacionada a forca necessaria para cortar o
alimento, uma vez que este oferece uma resisténcia a pressdo efetuada ao morder e mastigar
(SAHIN; SUMNU, 2006). Neste parametro, PSD foi o tratamento que obteve maior dureza,
ndo diferindo estatisticamente (p > 0,05) do PFR e PC ap6s seis horas de armazenamento. Por
outro lado, PL apresentou o menor valor quando comparado a todos os tratamentos, mas nao
diferiu estatisticamente (p > 0,05) dos tratamentos PFR e PC. Resultados apresentados por
Caglar et al. (2021) apontam que todas as amostras de paes adicionadas de sourdough tipo II1
seco por spray dryer e liofiliza¢do - desprovido de reidratagdo - causaram aumento na dureza
dos paes apods 2 horas de armazenamento, quando comparados ao controle. Entretanto, em um
estudo realizado por Codind; Sarion; Dabija (2021), a adicdo de porcentagens progressivas de
sourdough a massa acarretaram a diminuigao significativamente (p < 0,05) gradativa da dureza
do pao, o que segundo os autores, ocorre devido a diminui¢cdo na retrogradacdo do amido.
Ambos os resultados obtidos pelos autores contrapdem os resultados obtidos no presente
trabalho.

Quando aplicada uma forga externa sobre um alimento a ponto de deforma-lo, a altura
de retorno a sua forma original, durante o intervalo que decorre entre o final da primeira
mordida e inicio da segunda, indicard a sua elasticidade (SAHIN; SUMNU, 2006). Esta ¢
considerada uma propriedade primaria. Os valores de elasticidade ndo diferiram
estatisticamente (p > 0,05) entre os tratamentos. Segundo Menezes et al. (2021), ao adicionar
sourdough tipo 1 nas formulagdes de paes, ndo foi observada diferenga estatisticamente
significativa (p > 0,05) entre os tratamentos, corroborando os valores obtidos no presente
trabalho.

A coesividade refere-se a capacidade do alimento de manter-se unido e coeso quando
aplicado uma forca. Esta propriedade priméria indica a preservacao da estrutura interna durante
o processo de mastigacdo, indicando a qual extensibilidade o alimento pode ser deformado antes

que ocorra a sua ruptura (SAHIN; SUMNU, 2006). O tratamento PFR dispos do maior valor
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médio, ndo diferindo estatisticamente (p > 0,05) do tratamento PSD. Em PC, amostra que
apresentou a menor coesividade, ndo diferiu estatisticamente (p > 0,05) dos tratamentos PSD e
PL. Em um estudo realizado por Codind; Sarion; Dabija (2021), os autores obtiveram valores
sem diferenga estatisticamente significativa (p > 0,05) quanto a coesividade de paes adicionados
de 1 a 2% de fermento sourdough, contudo, para adigoes de até 4%, houve diferenca

significativa (p > 0,05), contestando o resultado obtido no presente trabalho.
5.1.6.1 pHe ATT

A massa controle demonstrou ter um maior pH quando comparado aos demais
tratamentos, haja vista a discrepancia do pH da farinha de trigo branca (6,0) em comparagdo ao
sourdough fresco (3,6) e seco (3,7). Nos estudos realizados pelos autores Menezes et al. (2021)
e Caglar; Ermis; Durak (2021), os valores de pH obtido nos paes formulados apenas com adigao
de S. cerevisiae foram de 5,59 e 5,4, respectivamente, corroborando o resultado do presente

trabalho.

Tabela 6: Valores de pH e ATT de massas cruas (apds fermentagdo) e paes (ap6s forneamento) formulados com
adigdo de sourdough tipo 111, seco por spray drying (PSD) e liofilizagao (PLF), sourdough tipo II (PFR) e tratamento
controle (PC).

pH ATT (ml)
PSDwMaSsA CRUA 4,6 + 0,099°B 9,16 + 0,231*4
PLmassa crua 4,05 + 0,021°8 9,03 + 0,412
PFRMmassA crUA 429 + 0,064bB 7,20 + 0,318%A
PCwMASSA CRUA 5,50 + 0,071%8 5,83 + 0,821
PSDrpio 4,59 + 0,408 7,07 + 0,02428
PLpio 4,47 4+ 0,876%A 6,96 + 0,120%8
PFRpA0 4,89 + 0,135 5,55+ 0,041°B
PCrio 6,05 + 0,353 4,64 + 0,179

Tratamento controle formulado apenas com S. cerevisiae.

Os valores correspondem a média + desvio padrio. Valores seguidos de letras (**<) na mesma coluna comparam
os tratamentos entre si nas duas condigdes demonstradas. Valores seguidos de letras (~BC) na mesma coluna
comparam os valores do mesmo tratamento na condi¢do de massa crua versus pao apos forneamento.

Valores seguidos de letras diferentes, diferem entre si estatisticamente (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

Fonte: A autora (2023).
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As formulacdes PSDwmassa crua € PLmassa crua, demonstradas na Tabela 6,
apresentaram valores de pH significativamente (p < 0,05) baixos e ATT significativamente (p
< 0,05) altos quando comparados ao tratamento controle. Por sua vez, o PFRmassa crua
apresenta o pH significativamente (p < 0,05) baixo e ATT sem diferenca estatisticamente
significativa (p > 0,05) em relacao ao controle. A distingdo nos valores de pH e ATT entre as
massas com e sem adi¢do do fermento sourdough tipo III estdo correlacionados as
caracteristicas dos pos ap6s o processo de secagem, como demonstrado na Tabela 2 e 3. Esta
diminui¢ao significativa no pH da massa devido a incorporacdo de sourdough tipo III também
foi observada pelos autores Clarke et al. (2004) e Tafti et al. (2013).

A partir da Tabela 6, observa-se a diminui¢do nos valores médios de ATT nos
tratamentos PSDpao, PLpao € PFRpao (p < 0,05). As altas temperaturas empregadas no
cozimento propiciam a volatilizacdo dos 4cidos graxos de cadeia curta presentes na massa,
relatada no estudo realizado por Tafti et al. (2013). Os autores evidenciaram a diminui¢do de
até 2,8 ml de NaOH em paes formulados com adi¢ao de diferentes porcentagens de sourdough
tipo Il secos por spray-drying apds o assamento. Portanto, os valores obtidos no presente

trabalho encontram-se em concordancia aos estudos de outros autores.

6 CONCLUSAO

Por meio do presente trabalho se pode observar que o desenvolvimento de um fermento
sourdough a partir de cepas pré-selecionadas e secos por diferentes métodos de desidratagao
permitem um melhor custo-beneficio, quanto ao armazenamento e producao, preservam a
padronizacdo e as caracteristicas tecnologicas semelhante ao sourdough tipo II.

A secagem por liofilizagdo, como esperado, apresentou uma maior preservacao das
BAL quando comparado ao spray-drying. Em relagdo aos agentes protetores, a adigdo de 10%
de maltodextrina maior preservou a viabilidade celular, na secagem por liofilizacao, frente a
atomizacao, porém, este agente ndao colaborou na preservacdo durante o armazenamento.
Quando o sourdough seco em spray dryer, a incorporagdo de 7% de goma ardbica apresentou
um maior efeito protetivo no tempo inicial e ao decorrer do armazenamento. Foi possivel
visualizar pelas micrografias por MEV, o efeito protetivo dos agentes a partir do recobrimento

das particulas, inibindo o contato demasiado ao oxigénio. Este efeito protetor, para ambos os
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métodos de secagem, preservou as caracteristicas fisioldgicas da microbiota, apresentando-se
em estado cultivavel e apta a refermentacao.

Vista a importancia da obten¢do de um produto shelf-stable, a estabilidade celular do
fermento ao decorrer do tempo de armazenamento ¢ um fator determinante para a consolidagao
do produto enquanto mercadoria. O uso de goma arabica, para ambos os processos de secagem,
atendeu a demanda requisitada, uma vez que diminuiu a letalidade no pds secagem e ao decorrer
da vida de prateleira ensaiada de 30 dias, tornando-se o agente protetor ideal.

Os fermentos secos quando adicionados a massa de paes, foram capazes de diminuir o
pH e aumentar os valores de acidez, trazendo complexidade sensorial e tecnologica para paes
os desenvolvidos da forma tradicional e simplista.

Haja vista o cendrio carecido de pesquisas sobre sourdough tipo 111, quando visto sua
potencial aplicabilidade e contribuicao a area de panificacao, torna-se essencial a continuidade
de estudos para aprimoramento. Pesquisas sobre aplicagcdo de diferentes agentes protetores e
sua incorporagdo em variadas porcentagens, a fim de retardar e/ou inibir o decaimento na
concentracdo de BAL viaveis sdo de suma importancia. De maneira geral, a obtencdo do
sourdough tipo III potencialmente atende a demanda produtiva e tecnoldgica, possuindo

qualificacdo para aplicabilidade em produtos de panificagdo para além de paes.
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