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INTRODUGCAO

Cada vez mais, os consumidores estdo se conscientizando da
importdncia de uma alimentag@o sauddvel e sustentdvel, e esse
processo vem influenciando suas escolhas alimentares, com
aumento expressivo do interesse e consumo de frutas (Garin-
Murguialday et al, 2024). As frutas, como fontes alimentares, séo
saborosas, geralmente tém baixo teor calérico, s@o faceis de
preparar e, do ponto de vista de seu impacto na sadde humang,
desempenham papel crucial nha prevengdo de vdrias doengas,
quando consumidas com frequéncia em um plano alimentar
(Badea; Digutd; Matei, 2022). Esses efeitos benéficos a salde séo
atribuidos & abundancia de nutrientes e fitoquimicos (compostos
fendlicos, flavonoides e peptideos bioativos) que podem exercer
atividades bioativas para promogdo da saide e bem-estar (De
Simone et al,, 2021).

Contudo, as frutas sé@o produtos pereciveis, suscetiveis a dete-
rioragdo fisioldégica, alteragées bioquimicas e mecdnicas, além de
degradagdo microbianag, que pode ocorrer principalmente durante
o periodo pés-colheita. Entre 25% e 40% (do volume total) das
frutas produzidas séo perdidos antes do consumo devido a
tratamentos poés-colheita inadequados, crescimento microbiano,
maturidade e senescéncia, que, como consequéncia, podem
causar degradagdo na qualidade nutricional e sensorial, como cor,
aroma e sabor, limitando a sua vida de prateleira (Ibrahim; Aziz;
Koy, 2021; Agriopoulou et al, 2020). Considerando esses fatores, as
frutas necessitam de cuidados pés-colheita imediatos (Ibrahim;
Aziz; Koy, 2021).

Diferentes estratégias, envolvendo uma variedade de técnicas
fisicas, como tratamentos térmicos, refrigeragcdo, congelamento,
desidratac@o e reagentes quimicos, como antioxidantes, conser-
vantes e antimicrobianos, séo frequentemente utilizadas para reduzir
as alteragdes pbs-colheita e prolongar a vida de prateleira das frutas.
Entretanto, o uso desses métodos pode apresentar inconvenientes,
como alteragées nas qualidades nutricionais e sensoriais (Islam et al,
2023). Além disso, drogas quimicas séo substdancias muito estaveis e
dificeis de eliminar dos alimentos e da natureza, podendo também
ser toxicos para humanos e animais e levar ao desenvolvimento de
resisténcia nos patdégenos (Dopazo et al, 2021).



Como resultado, vdrios estudos tém buscado solugdes al-
ternativas que visem garantir a qualidade e seguranga das frutas,
com destaque para biopreservagdo, que também atende as
preferéncias e tendéncias dos consumidores, que estiio mais
preocupados com a seguranga alimentar e ambiental (Thi et al,
2023; Badeq; Digutd; Matei, 2022). A biopreservagdo pode ser
definida como a extensdo do prazo de validade e melhoria da
seguranga dos alimentos através da utilizagdo de microflora
segura, natural ou controlada e seus produtos antimicrobianos,
sem quaisquer substancias biologicamente ativas nocivas (Islam
et al, 2023).

Nesse sentido, as bactérias laticas (BAL) apresentam uma
abordagem promissora por diversas razdes: ocorrem naturalmente
em alimentos como frutas frescas; possuem status de geralmente
reconhecido como seguro (GRAS) e presungdo qualificada de
seguranga (QPS); s@o amplamente utilizadas em aplicagées
alimentares e podem atuar como agentes de biocontrole devido &
sua capacidade de produzir compostos antimicrobianos e de
colonizar tecidos vegetais vulneraveis as infecgées pods-colheita
(De Simone et al,, 2021; Ibrahim; Aziz; Koy, 2021; Garin-Murguialday et
al, 2024).

Pesquisas recentes sobre o efeito das BAL afirmaram sua
capacidade de produzir compostos antagonistas preparados para
controlar microrganismos patogénicos, além da propriedade
efetiva de eliminar por competi¢cdo de nutrientes essenciais. Estas
propriedades benéficas das BAL tornam-nas uma alternativa
atraente aos conservantes sintéticos de alimentos, uma vez que
oferecem uma solug@o natural e segura para a conservagdo de
alimentos e promogdo da sadde humana. Além disso, o status de
seguranga das BAL destaca sua ampla aceitagéo e uso na
indUstria de  alimentos, indicando seu potencial para
desenvolvimento futuro e aplicagées em tecnologia de alimentos
(Islam et al, 2023).

Ainda, & importante ressaltar a relevancia da escolha de
métodos eficazes para aplicagdo das BAL nas frutas, melhorando a
viabilidade e funcionalidade, e retardando alteragdes indesejaveis
nos pardmetros sensoriais, como em revestimentos e filmes
comestiveis ou microcépsulas de protegdo (De Oliveira; Fernandes;
De Souza, 2021). Assim, neste capitulo, sdo apresentadas
informacgdes atualizadas sobre a biopreservagdo de frutas por
meio do uso de BAL e seus metabdlitos, com uma descrigdo
detalhada dos métodos de aplicagcdo, mecanismos de agdo e
impactos da sua aplicagdo sobre caracteristicas gerais de
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qualidade e seguranga das frutas, particularmente durante o
armazenamento pds-colheita.

FRUTICULTURA E IMPACTO DAS PERDAS
POS-COLHEITA

As frutas constituem parte indispensével da alimentagdo huma-
na e, devido & sua riqueza nutricional, estdo relacionadas & salde
da populagcdo. Considerado um setor de grande importéncia
econdmica, a fruticultura se destaca e cresce constantemente. No
Brasil, a produgéo de frutas é de aproximadamente 59 milhdes de
toneladas, representando 5,5% na produgdo mundial, percentual
que coloca o pais como terceiro maior produtor mundial (Kist et al,,
2022).

O pais possui cultivares que cobrem mais de 2 milhées de hec-
tares, destacando-se também pela diversidade de frutas
produzidas em comparagdo com a fruticultura mundial (Vidal,
2018). Seus maiores cultivares estdo na regido Nordeste, com cerca
de 52%, onde o elevado desenvolvimento ocorre devido as
condigcées climaticas favordveis (boa luminosidade, alta
temperatura e baixa umidade relativa). Em seguida, tem-se o
Sudeste, com média de 26% da produg¢do, principalmente de frutas
citricas. As culturas mais comuns nestas dreas sdo laranja, banana,
manga e caju (Andrade, 2020).

Diante do volume de produgc@o e exportacdo, a fruticultura
mostra-se como setor responsdavel por uma elevada geragdo de
empregos e renda ao longo de toda a cadeia produtiva, com
perspectivas de crescimento para atender & demanda dos
consumidores por alimentos sauddveis (vidal, 2018). Além disso, no
mercado internacional, a tendéncia é de expansdo do comércio,
principalmente de frutas tropicais, com a abertura de novos
mercados, como da Asia e do aumento do consumo em mercados
existentes, como Unido Europeia, Estados Unidos e Japdo (Neves,
2018).

Algumas frutas tropicais, como manga, abacaxi, abacate e ma-
mdo, estdo entre as principais culturas agricolas que apresentam o
crescimento médio anual mais répido (Garcia-Villegas, 2022). O
maior produtor das principais frutas tropicais é a india, responsavel
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por cerca de 30% da produ¢cdo mundial. Outros grandes produtores
incluem China, Indonésia, Filipinas e Taildndia. Os padises da
América Latina e do Caribe respondem por aproximadamente 26%
da producdo de frutas tropicais, sendo o Brasil um dos maiores
produtores da regido (Zakaria, 2023).

Nessa perspectiva de crescimento econémico, manter a qua-
lidade das frutas torna-se essencial para sua comercializagéo.
Porém, as frutas séo alimentos pereciveis e suscetiveis a diversos
danos, principalmente no periodo pés-colheita, em decorréncia
dos processos de maturagdo e do desenvolvimento de doengas
fangicas, que afetam sua qualidade nutricional e provocam
alteragbes em sua aparéncia, estrutura, aroma e sabor. Como
resultado, sua vida de prateleira fica reduzida (Kumari et al., 2022).

Os processos de respiragdo, maturacdo e senescéncia podem
provocar diferentes alteragcées fisiolégicas, que levam ao
amadurecimento acelerado das frutas. Em decorréncia, ocorrem
perdas de dgua, de peso, amolecimento e alteragdes de cor e
sabor, as quais atingem principalmente as frutas climatéricas.
Durante a maturagdo, essas frutas sofrem aumento da respiragdo
até alcangar um pico, que & acompanhado por aumento na
producdo de etileno e na atividade de enzimas dependentes de
oxigénio, responsdveis por processos de degradagdo das frutas
(ziv; Fallik, 2021).

J& o processo de contaminagéo por patégenos em frutas co-
mega quando os patdégenos germinam e penetram na cuticula do
tecido através de feridas e lesbes, ou quando penetram
diretamente na cuticula do hospedeiro durante a estagdo de
crescimento (Bano et al, 2023). Entre os varios géneros de fungos
presentes no periodo de pds-colheita das frutas, destacam-se
Fusarium, Rhizopus, Penicillium, Alternaria, Botrytis, Colletotrichum,
Lasiodiplodia e Monilinia. Esses podem residir no ponto de
introdugdo inicial das frutas verdes, permanecendo inativos
durante o armazenamento até o amadurecimento. A medida que
as frutas comegam a amadurecer, esses mMmicrorganismos
encontram condi¢gées favor@veis ao seu crescimento, com
consequente progressdo da degradagdo dos tecidos do
hospedeiro (Dukare et al., 2019).

Em consequéncia, o crescimento dos fungos resulta em uma
série de sintomas que comprometem a aparéncia, sabor, textura e
qualidade geral das frutas. Os sintomas incluem manchas, lesdes e
podriddo, que podem se manifestar de diferentes formas
dependendo do tipo de fungo envolvido (Bano et al, 2023). Por
exemplo, a podridéo mole, causada por fungos do género Rhizopus,
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pode resultar em aparéncia encharcada nos tecidos das frutas (Liu
et al., 2024), enquanto a antracnose, provocada por fungos do
género Colletotrichum, produz manchas escuras, pequenas e
afundadas (Zakaria, 2021). Essas caracteristicas visiveis das
doencas fangicas ndo apenas reduzem a aceitacdo das frutas,
mas também facilitam a entrada de microrganismos adicionais,
resultando em deterioragdo mais rapida e grave (Bano et al, 2023).

Estudos recentes demonstraram que aproximadamente 33% da
producdo mundial total de frutas & desperdigcada. Nos paises em
desenvolvimento, estas perdas s@o frequentemente mais graves
devido as instalagées inadequadas de refrigeracdo e transporte. E
mesmo hos paises desenvolvidos, a decomposi¢io patogénica
durante estas fases do processamento mostra-se como
responsdvel por até 25% de perdas da producéo (Dukare et al,
2019; Kumari et al,, 2022).

Essa elevada quantidade de frutas desperdicadas durante o
manuseio pods-colheita gera uma lacuna considerdvel para o
desenvolvimento de uma base sélida em sistemas integrados de
gest@io pods-colheita, com instalagdes adequadas para aplicagdo
de técnicas de conservacdo (Ali et al,, 2021).

METODOS TRADICIONAIS DE PRESERVACAO
DE FRUTAS

O manejo pré e pods-colheita contra danos fisicos e, principal-
mente, doengas causadas por fitopatdgenos tem sido um desafio e
requer esforgo constante, ndo apenas por parte dos agricultores,
mas também das autoridades, visto que geram impactos tanto
para a economia quanto em termos de seguranga alimentar e
nutricional (Matrose et al., 2021; Deresa; Diriba, 2023).

Os métodos tradicionais de conservagd@o de frutas séo vistos
como estratégias para a diminuigéo das perdas desses produtos.
Esses métodos tém o objetivo de minimizar ou retardar processos
fisicos, quimicos e bioldgicos deletérios resultantes da atividade
biolégica dos alimentos, causando perda de qualidade, diminuigéo
do valor comercial e da vida de prateleira (Teixeira; Vimercati,
2023).

Comumente, busca-se enfrentar as doencas pbds-colheita
utilizando produtos quimicos, como é o caso dos fungicidas sintéti-
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cos, que sdo substdncias capazes de inibir o crescimento micro-
biano (Nosrolldhzcdeh et al, 2022). Contudo, esses componentes
quimicos podem ocasionar o desenvolvimento de mutagdes e
resisténcia em microrganismos patogénicos. Adicionalmente, com
o aumento da conscientizagcdo ambiental e do conhecimento
sobre os efeitos deletérios & saude do consumidor e & qualidade
final do produto, tem-se desestimulado sua aplicagdo ampliada
(Tan; Ali; Siddiqui et al., 2022; Shi; Xiang; Jiahu., 2024).

Dentre as consequéncias d satde humana relacionadas ao uso
indiscriminado e & manipulagdo inadequada de fungicidas
sintéticos, destacam-se o desenvolvimento de doengas crbénicas
(Deresa; Diriba, 2023), céincer no colo do Utero, leucemia mieloide
(souza et al, 2019) e disfuncdes nos horménios da tireoide (Lerro et
al, 2018; Shrestha et al, 2018). Além disso, relaciona-se ds
alteracdes das propriedades sensoriais dos cultivares, bem como
ds consequéncias ambientais, com destaque para a destruicdo da
camada de ozdnio, contaminagdo de rios e reservatérios de dgua
(Deresa; Diriba, 2023; Nasrollahzadeh et al, 2022). Em conse-
quéncia, barreiras sanitdrias e fitossanitarias néo-tarifarias vém
sendo criadas mundialmente com o intuito de controlar a entrada
desses produtos quimicos agropecudrios e favorecer a importagdo
de mercadorias com melhor qualidade e seguranga para os
consumidores (Joubert, 2022).

Além dos tratamentos quimicos, visando maior controle fito-
patogénico e aumento do tempo de armazenamento de frutas,
outros métodos considerados tradicionais séo utilizados. Dentre os
quais, & possivel destacar os tratamentos térmicos, como
branqueamento e desidratagcdo, e os processos de conservagdo
pelo uso do frio, notadamente o resfriamento e o congelamento,
sendo os mais utilizados (Formaggio et al., 2020).

O emprego de tais métodos na cadeia produtiva & importante,
visando garantir a conservagdo desejada. Entretanto, podem ser
gerados impactos negativos, como a perda de nutrientes,
alteracdes das propriedades sensoriais e injarias pelo frio, como
congelamento ndo intencional, desidratacgdo,
escurecimento/avermelhamento interno da polpa e queimaduras
(Teixeira; Vimercati, 2023).

Na perspectiva de retardar a perda de qualidade e garantir a
seguranga de alimentos frente a contaminagdes microbiolégicas,
danos fisicos e mecdnicos, novas estratégias de conservagdo vém
sendo estudadas, com destaque para emprego de embalagens de
atmosfera modificada, barreiras fisicas, antimicrobianos naturais e
controles biolégicos.
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APLICACAO DE BACTERIAS LATICAS
ISOLADAS E MECANISMOS DE ACAO

Como visto, a qualidade pds-colheita de frutas pode ser afetada,
especialmente por doencas causadas por fungos (Bano et al,
2023), como a antracnose (Colletotrichum spp.), mofo-preto
(Aspergillus niger), fusariose (Fusarium spp.), e as podridées
peduncular, mole (Rhizopus spp.), cinzenta (Botrytis cinerea), azul
(Penicillium italicum) e verde (P. digitatum) (Singh et al. 2021).
Dessa forma, para controlar seu desenvolvimento, tradicio-
nalmente, séo utilizadas estratégias quimicas com aplicagdo de
fungicidas sintéticos (Gandig, et al., 2021). Entretanto, a procura por
produtos com menos residuos quimicos impulsionou pesquisas
para o desenvolvimento de novas tecnologias pds-colheita,
especialmente aquelas que sdo seguras, ecologicamente corretas,
econdémicas e compativeis com as praticas comerciais de
manuseio (Shah et al,, 2021).

O biocontrole de alimentos &€ um método alternativo e novo de
preservagdo, com crescente interesse dos consumidores. Este
método pode estender a vida atil de frutas in natura ou
minimamente processadas pelo uso de microrganismos seguros
ou compostos biologicamente ativos e ndo téxicos (Shah et al,
2021). Nessa perspectiva, avangos significativos tém sido
alcangados para explorar microrganismos antagonistas como
potenciais agentes de biopreservacdo para controle de doencas
pbs-colheita (Chen et al, 2021), com destaque para o uso de BAL
(De Simone et al, 2024b; Hashemi; Jafarpour, 2021; Volentini, et al.,
2023; Yin et al, 2020).

As BAL produzem uma variedade de compostos antimicrobianos
que possuem forte atividade antagdnica contra muitos
microrganismos, a citar: dcidos organicos (acido latico, fenil-latico,
citrico, acético, fumadrico, benzéico e madlico), perdxido de
hidrogénio, CO2, diacetil, etanol, reuterina, acetaldeido, acetona,
amaénia e bacteriocinas (De Simone, et al, 2024a; Riolo et al,, 2023; Li
et al, 2022; Kumariya, et al, 2019; Siedler; Balti; Neves, 2019). Alem
disso, o efeito antimicrobiano das BAL também é resultado da
competicio com microrganismos patogénicos por espago e
nutrientes (Chen et al,, 2021; Chen et al., 2020; Fernandes et al., 2021;
lbrahim, et al.,, 2021; Mgomi et al., 2023).

A aplicacéo de BAL ou seu sobrenadante livre de células (SLC)
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em frutas tem sido utilizada como estratégia para diminuir as
perdas pbs-colheita e prolongar seu periodo de comercializagdo.
Estes métodos foram investigados em frutas como morango (Chen
et al, 2020), meléo (Yin et al, 2020), laranja (Chen et al, 2021) e
limé&o (Volentini et al, 2023). Alem das frutas in natura, produtos
minimamente processados também tém sido avaliados, como
kiwis e magds (Alvarez et al, 2021b; De Simone et al., 2021; Elabd,
2019).

A titulo de exemplo, Lactiplantibacillus plantarum foi capaz de re-
duzir a populagdo de Listeria innocua e Listeria monocytogenes
guando aplicada em meldes antes e depois da colheita (Yin et al,,
2020). Os efeitos demonstrados pelas cepas de L. plantarum contra
Listeria podem ser atribuidos & presenga de perdxido de hidrogénio
e d@cidos orgdnicos, que podem difundir-se ha membrana das
células-alvo e reduzir o pH intracelular, repercutindo
negativamente na atividade metabdlica (De Simone, et al,, 2024a);
e bacteriocinas, que promovem permeabilizagdo da membrana e
formacdo de poros causadores de lise celular (Kumariya et al.
2019).

Ainda, doze diferentes cepas de BAL e seus SLC foram testados
contra uma suspens@o de esporos de Penicillium digitatum
inoculados em laranjas. Tanto as frutas tratadas com L. plantarum
CKXP13 e CWXP24 quanto aquelas tratadas com os metabdlitos
secunddrios obtiveram redugdo significativa no di@metro de lesdo
na fruta. No entanto, a atividade fungicida do SLC reduziu apés
neutralizagdo do pH e tratamento com proteases, sugerindo a
producdo de dcidos orgdnicos e bacteriocinas, com a identificagéo
de genes codificadores destas proteinas nas cepas testadas (Chen
et al. 2021).

Ao analisar o efeito do SLC de duas cepas de L plantarum
(PANO1 e UFG 121) em kiwis minimamente processados e
artificialmente contaminados com Botrytis cinerea, De Simone et al.
(2021) observaram que houve retardo no crescimento do
fitopatdgeno e prolongamento da vida de prateleira da fruta. Este
efeito foi relacionado & alta concentragdo de dcido latico presente
no SLC, reduzindo o pH e aumentando a ag¢do antagonista (De
Simone, et al,, 2021), assim como & presenca de outros compostos
orgdnicos voldteis que, em combina¢cdo, promovem efeito
sinérgico, mesmo sem ter forte agéo no pH do meio (Siedler; Balti;
Neves, 2019).

De Simone et al. (2024a) estudaram a atividade antifangica do
SLC de oito cepas de L. plantarum contra Aspergillus niger. A cepa L.
plantarum WCFS1 apresentou a maior atividade inibitéria contra o
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patdégeno. Entretanto, inconsisténcias das cepas com teores de
dcidos parecidos, mas atividades inibitorias distintas, trouxeram &
tona a hipoétese de que estes dcidos orgdnicos por si s6 ndo
explicam completamente a atividade antifungica, havendo um
efeito sinérgico com outros metabdlitos produzidos pelas cepas,
como dlcoois, cetonas e ésteres.

A atividade de biocontrole exercida pela suspensdo de células
de L. plantarum CM-3 em diversas concentragdes e pelo SLC contra
B. cinerea foi avaliada em morangos, sendo observada redu¢d@o
significativa da incidéncia e do diémetro da lesGo causada pelo
fitopatdgeno. Estes efeitos foram dependentes da concentragdo
aplicada. Contudo, os filtrados isentos de células ndo
proporcionaram qualquer protegdo contra B. cinerea (Chen et al.,
2020). Desse modo, o resultado obtido relaciona-se com o
crescimento significativo da populagdo de L. plantarum, que foi
maior quando o fungo estava presente no morango. Isso implica
que uma competi¢cdo por espago e nutrientes pode ser o fator do
efeito antagdnico observado (Chen et al, 2020; Ibrahim et al., 2021;
Mgomi et al., 2023).

Nesse sentido, a atividade inibitéria in vitro do SLC mostra-se
como cepa-dependente, estando relacionada com a competéncia
do antagonista em produzir compostos orgdnicos volateis ndo sé
em quantidade, mas em composi¢do adequada para promover o
efeito supressor do fitopatégeno (Chen et al, 2020; De Simone et al.,
2021; Chen et al. 2021). Apesar disso, a atividade antifangica de
culturas de BAL propriamente ditas geralmente apresenta-se mais
forte quando comparado ao tratamento com o SLC in vitro. Isso
pode ser justificado pela produgdo continua de compostos
antagonistas pelas BAL quando ainda imersas no meio de
crescimento (Fugaban, et al., 2023).

As atividades antagdénicas também se explicam através da
competicdo pelos nutrientes presentes no ambiente, que pode
ocorrer em virtude da concorréncia passiva, onde uma espécie
consome mais nutrientes, restando menos para outra, que terd seu
crescimento limitado. Ainda, pode ocorrer por meio de con-
corréncia severa, em que células colonizam o territério de modo
que conseguem afastar ou destruir seus concorrentes a partir da
producdo de substéncias, como bacteriocinas, perdxido de
hidrogénio e biofilmes (lbrahim, et al,, 2021).

Contudo, ressalta-se que a aplicagdo isolada de BAL pode trazer
consigo efeitos indesejados no que diz respeito & qualidade sensorial
das frutas, pois a produgdo de compostos orgdnicos voldteis por
parte dos microrganismos antagonistas tem a capacidade de
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danificar as células vegetais, levando a liberagdo de diferentes
compostos, como B-ocimeno, limoneno e -mirceno, que tornam a
fruta sensorialmente menos aceitével para o consumidor (De
Oliveira; Fernandes; De Souza, 2021; Mandha et al. 2022). Em adi¢do,
a utilizacéo de BAL promove mudancas na cor (escurecimento) da
fruta, por meio de reagdes oxidativas e ndo oxidativas nos
polifendis, resultando em produtos intermedidrios coloridos que
promovem o escurecimento (Alvarez et al,, 2021b).

Desse modo, sdo pensadas estratégias que inserem as BAL de
forma combinada com outros métodos, como os revestimentos,
que, além reduzir o efeito no paladar, ttm a capacidade de
aumentar a sobrevivéncia das BAL na matriz ao longo do
armazenamento e servir como uma barreira adicional no controle
de fitopatégenos e no retardo da senescéncia (De Simone et al,
2024b; Elabd, 2019).

APLICACAO DE BACTERIAS  LATICAS
COMBINADA COM OUTRAS ESTRATEGIAS DE
CONTROLE

Visando melhorar a sobrevivéncia das cepas de BAL, assim
como reduzir possiveis efeitos negativos nos pardmetros sensoriais
das frutas, as aplicagées em conjunto com outros métodos vém
sendo também investigadas, com énfase na utilizagdo de
revestimentos comestiveis e no encapsulamento das células
(Linares-Morales et al, 2018). Dentre as principais matrizes
utilizadas para carrear as BAL, estéo o alginato de sodio e de cdicio,
quitosana, gelatina, goma arébica e frutooligossacarideos (FOS)
(De Oliveira; Fernandes; De Souzaq, 2021), com a possibilidade de
aplicagdo por diferentes métodos, como por imersdo, spray ou
extruséo (Linares-Morales et al,, 2018).

Outras matrizes também vém sendo exploradas como possiveis
carreadoras das BAL. Em um estudo, por exemplo, foi utilizado um
revestimento & base de Konjac glucomannan, um polissacarideo
obtido do tubérculo da Amorphophallus konjac, como veiculo de
trés cepas de L plantarum para recobrir kiwis minimamente
processados e reduzir o desenvolvimento de bolores e leveduras.
As frutas foram mantidas a 4°C por 5 dias e, neste periodo, o
tratamento aplicado foi capaz de limitar o desenvolvimento destes
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deteriorantes e de reduzir acentuadamente o grau de
decomposi¢@o e mudangas de cor, mantendo os teores de clorofila
e dcido ascérbico das fatias de kiwis (Hashemi; Jafarpour, 2021).

Outra possibilidade é o uso de exopolissacarideos (EPSs) como
base para revestimentos comestiveis. O EPS da bactéria Weissella
confusa foi utilizado em conjunto com a cepa L. plantarum A6
como forma de biocontrole contra Fusarium sp., Aspergillus niger e
Rhizopus stolonifer em tomates-cereja armazenados a 30°C e 4°C.
Os resultados encontrados mostraram que as frutas revestidas
com a combinag@o obtiveram menor perda de peso e taxa de
respiracdo, maior nivel de firmeza e retardo nas mudangas fisico-
quimicas, além de inibir o crescimento de Fusarium sp. e R
stolonifer, repercutindo em maior tempo de prateleira da fruta
(Alvarez, et al,, 2021a).

No estudo de De Simone et al. (2024b), cinco cepas de L
plantarum foram carreadas em alginato de sédio para o controle
da severidade da les@o e dos sintomas causados por Aspergillus
niger em uvas cv. Itdlia, sendo observada redugcdo no didmetro das
les6es e dos sintomas causados pela infecgdo durante 14 dias de
armazenamento refrigerado.

Alvarez et al, (2021b) utilizaram o alginato de sédio em conjunto
com FOS e inulina para transportar Lactiplantibacillus rhamnosus e
Bifidobacterium animalis subsp. lactis em pedagos de magds, com
o intuito de avaliar seu efeito contra Listeria innocua e Escherichia
coli. Como resposta ao tratamento, ambas as bactérias tiveram
efeito benéfico contra L. innocua, reduzindo sua contagem nas
magds, mas o mesmo efeito ndo foi observado frente a E. coli.

De forma semelhante, L. rhamnosus foi testado frente a E. colie
L. innocua apds a aplicagdo em revestimentos contendo alginato
de sédio efou inulina e oligofrutose em mirtilos minimamente
processados. Foi reportada a reducdo da contagem de L. innocua
nos mirtilos tratados, enquanto ndo foi observado efeito sobre a
contagem de E. coli. Também foi analisada a porcentagem de
deterioracdo, na qual houve menor deterioragdo nas frutas
revestidas com BAL por até 14 dias (Bambace; Alvarez; Moreirq,
2019).

Cepas de Levilactobacillus brevis, Lactiplantibacillus pentosus e
Limosilactobacillus ~ fermentum  foram  incorporadas em
revestimento de alginato de sédio para aplicagcdo em goiabas e
mangas. Este tratamento buscou inibir o crescimento de espécies
de Colletotrichum nativas destas frutas. As frutas tratadas
apresentaram um atraso no desenvolvimento da antracnose,
assim como houve menor severidade das lesées apods 15 dias de
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armazenamento. As alteragdes fisico-quimicas também foram
observadas, sendo relatada a redugdo na perda de peso, nos
solidos solGveis totais e diminuicdo das perdas de dcido ascorbico
nas frutas revestidas (Fernandes; De Oliveira; De Souza, 2021).

A encapsulagdo também tem sido considerada como alternati-
va para aumentar a taxa de sobrevivéncia de BAL, assim como
manter sua atividade de biopreservagdo. Revestimentos d base de
alginato foram formulados satisfatoriamente com a incorporagéo
de células encapsuladas de L. rhamnosus B-445, exibindo efeito
positivo nas propriedades sensoriais e na redugdo da contagem de
bactérias mesoéfilas, levedura e fungos em magds minimamente
processadas (Elabd, 2019). A aplicagdo combinada de L. plantarum
encapsulado e eugenol em magds minimamente processadas foi
mais eficaz em reduzir o declinio da qualidade fisico-quimica e
inibir o crescimento de patégenos e microrganismos deteriorantes
(Du et al, 2023).
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CONCLUSAO

As perdas pos-colheita séio um entrave para o desenvolvimento
da fruticultura, ocorrendo principalmente devido ao crescimento de
microrganismos  fitopatogénicos. A busca por inovagées
tecnolégicas que melhorem a qualidade das frutas e garantam a
seguranga frente & contaminagdo microbiana é crescente e
emergencial. A utilizagéo de BAL e seus metabdlitos isoladamente,
ou em combinagdo com outros métodos, tem-se mostrado uma
alternativa sustentdvel e eficiente para a prevengéo de doengas
pbs-colheita em frutas de interesse comercial, com destaque para
a redugdo dos danos e sintomas causados por fitopatégenos.

Em consequéncia, a aplicagcdo de culturas de BAL como
tratamento pds-colheita pode contribuir para a extenséo da vida
atil das frutas ao longo da cadeia de processamento, possibilitando
o0 aumento dos ganhos econdmicos, com maior volume de
produgcdo e comercializagdo. Além disso, & provavel que os
produtores consigam alcangar um mercado consumidor cada vez
mais preocupado com a seguranga alimentar e ambiental. No
entanto, desafios como escolha dos métodos de aplicagdo, as
cepas de BAL , as concentragdes celulares e os mecanismos de
acdo ainda precisam ser mais bem detalhados para garantir a
viabilidade da sua aplicagdo em escala industrial.
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INTRODUGCAO

A produgdo de cacau é um setor agricola de relevéincia mundial,
expandindo-se para atender & crescente demanda por chocolate e
seus derivados. Origindrio das regides de florestas Umidas da
América Central e do Sul, o cacaueiro &€ encontrado apenas em
regides tropicais. O enfoque econdédmico central da producdo de
cacau reside em suas sementes, que sdo empregadas na
fabricagdo do chocolate e seus produtos correlatos (Sodré, 2008;
Vasquez et al, 2019). Em 2019, a produgéo mundial de cacau atingiu
a marca de 5,6 milhdes de toneladas, com os paises do leste
africano se destacando com as maiores porcentagens. O Brasil, por
sua vez, assumiu a sétima posicdo entre os principais produtores
globais, contribuindo com 4,6% da produgdo global, com dreas de
cultivo localizadas no Pard, na Bahia, no norte de Minas Gerais e no
Espirito Santo (Brainer, 2021).

Como consequéncia do aumento da produgdo de cacau,
também se gera uma quantidade significativa de residuos
agroindustriais. A casca de cacau corresponde ao principal
residuo gerado no beneficiamento, constituindo de 67 a 76% do
peso dos frutos. Apds a quebra do fruto e a remogdo das sementes,
esse material é frequentemente descartado nas proprias
plantagées de cacau, sendo utilizado como compostagem e
adubagdo. Contudo, a grande quantidade de cascas descartadas
no campo, além de representar um aproveitamento econdmico
incompleto da matéria-prima, pode servir como substrato para a
proliferacdo excessiva de fungos fitopatogénicos, que podem
impactar negativamente a produgéo dos cacaueiros (Lahive et al.,
2019; Lu et al., 2018).

As estruturas macromoleculares da casca de cacau, compostas
principalmente por celulose, hemicelulose e lignina, podem ser
hidrolisadas e aproveitadas em bioprocessos para a produgdo de
compostos de maior valor agregado, como xilitol e arabitol,
polidlcoois que possuem amplo potencial de aplicagéo nas
indUstrias alimenticia e farmacéutica. Apesar de existirem desafios
no desenvolvimento de bioprocessos para o pré-tratamento,
fermentagdo e purificag@o de tais bioprodutos a partir da casca de
cacau, essas dlternativas de aproveitamento néo s6 podem
valorizar economicamente o residuo, mas também contribuem
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para a sustentabilidade da cadeia produtiva do cacau, reduzindo a
geracdo de residuos. Dessa forma, a utilizagdo da casca de cacau
em bioprocessos representa uma estratégia promissora para o
desenvolvimento de produtos bioquimicos de interesse e para a
melhoria da eficiéncia e sustentabilidade na produgcéo de cacau
(Bevilaqua et al, 2023; Farias et al., 2022; Lu et al,, 2018).

ALTERNATIVAS DE APROVEITAMENTO DA
CASCA DE CACAU

A casca de cacau pode ser um recurso de interesse para di-
versas aplicagdes sustentdveis. Os primeiros estudos e aplicagdes
associadas & casca de cacau utilizam-na em processos de
compostagem, como uma alternativa prética e eficaz para evitar o
descarte inadequado do residuo. Aplicado de maneira correta, é
capaz de enriquecer o solo com matéria orgdnica, melhorando a
estrutura do solo, aumentando a reten¢cdo de dgua e fornecendo
nutrientes como potdssio, fésforo e nitrogénio. Além disso, a casca
de cacau pode ser incorporada d ragdo animal, especialmente
para ruminantes, oferecendo uma fonte adicional de energia e
melhorando a digestibilidade da ragdo, desde que processada
adequadamente (Chang et al, 2023; Lu et al,, 2018).

A casca de cacau também pode originar compostos de maior
valor agregado, sendo considerada uma fonte de macromoléculas
polissacaridicas de interesse para a indUstria de alimentos. A casca
contém de 6 a 13% de pectina, um polimero que tem a capacidade
de formar hidrogéis, conferindo propriedades gelificantes e
estabilizantes amplamente  aproveitadas pelas  inddstrias
alimenticia, farmacéutica e biomédica, representando um produto
de alto valor agregado que pode ser extraido desse residuo
(Borrios—Rodriguez et al, 2022; Cortés-Camargo et al,, 2023; Lu et al.,
2018).

Outro componente presente na casca de cacau é a estrutura
lignocelulbsica. Essa estrutura tridimensional, que esté presente na
parede celular das plantas lenhosas, compde a maior parte dos
sélidos da casca de cacau e é formada por trés macromoléculas
principais: celulose, hemicelulose e lignina (Lu et al, 2018). As
biomassas lignocelulésicas s@io os materiais mais abundantes e
renovdaveis do mundo para a produgdo de biocombustiveis, como o
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dlcool de 29 geragdo, além uma gama extremamente variada de
outros compostos de alto valor agregado (Coi et al, 2017; Okolie et
al., 2021; Rodionova et al,, 2022). A composi¢cdo de cada biomassa &
especifica e depende da planta, origem, variedade, época de
colheita e outros fatores, o que resulta na necessidade de
adaptacdo dos processos para cada variedade especifica (Mankar
et al, 2021; Ashokkumar et al, 2022). A Figura 1 apresenta a
propor¢cdo média entre os componentes da casca de cacau e a
composi¢cdo, em termos de macromoléculas, da casca do fruto.

A celulose € um polissacarideo natural composto por unidades
de glicose ligadas entre si. Sua estrutura linear e altamente
cristalina torna-a insolivel em dgua e resistente & degradagdo por
muitos agentes quimicos e biolégicos. Apesar disso, por meio de
processos de hidrdlise, suas cadeias podem ser quebradas até a
liberagcdo de glicose, que pode ser fermentada para produzir
etanol, um biocombustivel renovdvel. Dessa forma, a celulose
desempenha um papel crucial na produg¢do de dicool de segunda
geracdo (Farias et al, 2022).

Quanto & hemicelulose, trata-se de um grupo de polissacaride-
os complexos que facilita a ligagcdo entre as microfibrilas de
celulose e a matriz de ligninag, estabilizando a estrutura da parede
celular. Diferente da celulose, que é composta majoritariamente de
unidades de glicose, a hemicelulose é formada por uma variedade
de monossacarideos, incluindo, além da glicose, pentoses como
xilose e arabinose. Essa diversidade de acUcares confere &
hemicelulose uma estrutura ramificada e menos cristaling,
tornando-a mais sollvel e menos resistente d degradagdo quimica
e enzimatica (Farias et al, 2022; Mussatto & Dragone, 2016).
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Figura 1. Composicéio mdssica do cacau e composicéo
lignocelulésica da casca do fruto.

Composicio de
polissacaridicas na casca de cacau
[em massa)

Composigao do fruto de cacau
(em massa)

Sementes
(21-23 %)
Casca da semente
(2%)

Polpa Celulose (20-26%)

i=XU5) Hemicelulose (9-13%)

Lignina (14-28%)

Fonte: autores

Uma alternativa de aproveitamento de  biomassas
lignocelulésicas, como a casca de cacau, € a partir da separagéo
das fragées que as compdem. Para isso, tratamentos fisico-
quimicos e processos de hidrélise podem ser aplicados, de modo a
separar efou hidrolisar as estruturas bdsicas de celulose,
hemicelulose e lignina. A partir da hidrélise completa da celulose, é
possivel obter glicose; da hemicelulose, podem ser obtidas
pentoses, como xilose e arabinose, além da glicose. Nesses
tratamentos, a casca pode ser submetida a processos de reducédo
de tamanho, irradiagdo, extrusdo, explos@o a vapor, sonicagdo,
imersdo em dgua quente, exposi¢cdo a solugdes dcidas ou bdsicas,
hidrélise enzimatica e outros processos (Yeraldi et al,, 2022).

Tratamentos térmicos como o uso de dcido sulflrico diluido em
temperaturas superiores a 120°C, por exemplo, solubilizam e
hidrolisam a estrutura hemicelulésica, gerando um licor rico em
pentoses, além de glicose, dcido acético e outros compostos
(Farias et al, 2022; Queiroz et al, 2021). A aplicagéo de tais
processos térmicos também torna a estrutura lignocelulésica
remanescente mais suscetivel & agdo enzimdtica, o que facilita os
processos hidroliticos sobre a celulose, liberando aglcares que
também podem ser aproveitados em bioprocessos (Farias et al,
2022).
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Apesar da fragdo celulésica de biomassas vegetais ser tra-
dicionalmente mais aplicada devido ao potencial na producdo de
bioetanol a partir de glicose, o licor hemicelulésico das biomassas
pode ser utilizado em processos fermentativos diversos (Bevilaqua
et al, 2023; Queiroz et al, 2021). A hemicelulose &, portanto, uma
fonte significativa de agucares fermentesciveis, o que a torna um
componente-chave na producéo de produtos bioquimicos de
maior valor agregado, como xilitol e arabitol, produtos que podem
ser obtidos a partir da fermentacdo de pentoses (Bevilaqua et al,,
2023; Farias et al., 2022).

A Tabela 1 apresenta estudos que valorizam a casca de cacau e
outras biomassas vegetais, focados em utilizar a estrutura
lignocelulésica hidrolisada como substrato para a produgdo de
etanol e biocompostos de alto valor agregado. Ressalta-se que,
mesmo existindo estudos aplicados especificamente para a casca
do cacau, o aproveitamento desse residuo &€ uma temdtica
emergente no meio cientifico.

Tabela 1. Estudos de aproveitamento lignocelulésico da casca de
cacau e outras biomassas vegetais para a produgdo de
biocombustiveis e compostos de alto valor agregado.

Processos
Biomassa hidroliticos Microrganismo  Produto Referéncia

aplicados

Candida
Casca de Acido + tropicalis e Etanol Valladares-diestra et
cacau enzimatico Saccharomyces al. (2022)
cerevisiae
Casca de Alcalino + Saccharomyces Hernandez-Mendoza
L L Etanol

cacau enzimatico cerevisiae et al. (2021)
Casca de . . . - .

Acido Candida boidinii  Xilitol Santana et al. (2018)
cacau
B . . .
agago de < . Candida Arabitol e Bevilaqua et al.
cana-de- Acido - .

. tropicalis xilitol (2023)

acucar
Bagaco de Acido Debaryomyces Arabitol e De Medeiros et al.
sisal hansenii xilitol (2020)

Fonte: autores (2022)
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ARABITOL E XILITOL: APLICAGOES E
PROCESSOS FERMENTATIVOS

Uma das principais técnicas para extragdo de valor das
biomassas estd na aplicagcdo dos mondmeros, obtidos por hidrélise
das macromoléculas da biomassa, em processos fermentativos
(Haldar; Purkait, 2021). Os monémeros obtidos da hidrélise parcial
ou total da biomassa podem ser convertidos em outros produtos
de interesse, como a transformagd@o de glicose em frutose, dcido
glucdnico, etileno glicol, sorbitol, d&cido levulinico entre outros
(Okolie et al,, 2021; Yuan et al,, 2022). Dentre os acgucares extraidos
da fragé@o hemicelulésica, dois se destacam: a xilose e a arabinose.
Esses mondmeros podem ser utilizados na produgdo de arabitol e
xilitol, polidis de grande relevéncia no mercado, sendo
reconhecidos hd 20 anos como dois dos 12 componentes quimicos
derivados diretamente dos aglcares da biomassa com grande
potencial econémico e inovador (Werpy; Petersen, 2004).

As aplicagdes potenciais do xilitol e do arabitol s6o as mais
diversas, como estabilizantes de cor, prebibdticos, agentes
texturizantes, agentes amaciantes e umectantes, além de servirem
como compostos base para outros derivados, como dcido lético,
etilenoglicol, dcido xilénico, dcido arabindnico e até nylons (Farias
et al, 2022; Werpy; Petersen, 2004).

Dentre as aplicagdes mais populares, o uso como edulcorante
(aditivo capaz de conferir sabor doce ao alimento) que promove
uma sensagdo de frescor & a que mais se destaca, sendo o xilitol
amplamente utilizado pela inddstria de alimentos. Com valor
energético de 2,4 kcal/g (aproximadamente 60% do valor da
sacarose), e dogura relativa de 100 (mesmo valor da sacarose),
esse polidlcool apresenta uma dogura por caloria maior do que a
sacarose. Isso faz com que o xilitol seja muito utilizado para adocar
produtos consumidos por pessoas em dietas de baixa caloria e até
mesmo diabéticos, uma vez que ndo precisa do auxilio da insulina
em sua metabolizacdo (Mdkinen, 2014; Tiefenbacher, 2017).

Durante a pandemia de covid-19, foi descoberta uma nova apli-
cagdo para o xilitol, como agente coadjuvante na produgdo de um
spray nasal usado como tratamento auxiliar para a doenga, sendo
possivel sua utilizagéo devido as propriedades antimicrobianas do
composto (Go et al, 2020). Essas mesmas propriedades também
permitem que o xilitol seja utilizado como insumo em produtos de
cuidado pessoal da pele, contribuindo ndo somente no controle do
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microbioma, mas também na hidratagdo da pele (Anglenius;
Tiihonen, 2020).

O Arabitol, enantidbmero do xilitol , € um edulcorante alternativo
que, assim como o xilitol, também possui um efeito refrescante
decorrente da dissolugdo endotérmica quando em contato com a
dgua. No entanto, possui um valor enérgico significativamente
inferior, de 0,2 kcol/g, e entre 40-60% da dogura relativa & sacarose
(Hunter; Rosenstein, 1968; Wanat et al., 2022). Estudos recentes
indicam seu potencial como regulador microbiolégico, tanto com
um efeito anticariogénico (Loman; Ju, 2015), quanto no auxilio do
controle & obesidade pelo auxilio na regulagéo da microbiota
intestinal (Li et al,, 2023).

Esse polidis séo comumente produzidos por meio de processos
de redug¢do quimica, como a hidrogenagdo da xilose em xilitol ou
da arabinose em arabitol, em que sd&o utilizadas altas
temperaturas e pressdo (80-130°C e 0,]-2 MPpa), e metais,
catalisadores seletivos, como cobalto, chumbo, niquel, rédio e
ruténio (Arcqﬁo et al, 2020; Audemar et al.,, 2020; Barahona et al.,
2022; Musci et al, 2020; Yamaguchi; Mizugaki; Mitsudome, 2021).
Todos essas condi¢des, aliadas aos processos de purificagéo da
biomassa lignocelulésica, hidrolise, e purificagéo do produto final,
resultam em custos de produgdo elevados, sobretudo em razéo do
alto consumo energético e dos impactos ambientais decorrentes
da utilizacdo de catalisadores metdlicos (Murzin et al, 2020;
Piedrahita-Rodriguez et al.,, 2022).

Uma alternativa a hidrogenagdo quimica € a produgdo de polidis
a partir da rota biolégica por meio de processos fermentativos.
Diversos microrganismos sdo capazes de metabolizar xilose,
arabinose e glicose, convertendo-os em polidis. Devido ds
diferentes caracteristicas metabdlicas dos microrganismos, bem
como a presenca de intermedidrios metabdlicos comuns, hé
atualmente diversas possibilidades para a produgdo dos polidis.

A conversdo de xilose em xilitol € uma das mais estudadas,
sendo geralmente realizada por uma gama de linhagens de
leveduras selvagens como as dos géneros Candida, Pichiaq,
Debaryomyces Kluyveromyces (Lopez-linares et al, 2018;Queiroz et
al, 2022) ou até Saccharomyces modificada geneticamente
(Gronstrc’)m; lzumori; Leisolaq, 2007). Dentre as produtoras de
arabitol, podem ser citadas: Candida tropicalis, C. shehatae, Pichia
stipitis, P. tannophilus, P. guilliermondii, Torulopsis shehatae e
Rhodotorula mucilaginosa (Kordowska-Wiater, 2015; Ravikumar et
al, 2022).

Apesar de vdrias leveduras compartilharem rotas comuns para
a assimilagdo de aglcares, cada uma possui particularidades com
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diferentes direcionamentos nas rotas metabdlicas, com
intermedidrios diferentes. Xilitol e arabitol séo caracterizados como
metabdlitos secunddrios, como pode ser verificado na Figura 2, ou
seja, o “objetivo” das células ndo € a produgdo destes polidis, mas
sim o direcionamento de tais produtos intermedidrios para a
conversGo em moléculas capazes de ser utilizadas para a
producgdo de energia.

Figura 2. Exemplificag@o de diferentes vias metabdlicas utilizadas
por leveduras para a produgdo de xilitol e arabitol.

| glicose . D-xilose L-arabinose
hexoguinase silose redulase L-arabinose redutase
*
glicose-6-fosfato ¥ prasssnsesBanssnsnny
xilitol & ! L-arabitol |
%J
vla nio oxidativa de pentose fosfato xilitol desidrogenase srq’b L-arabitol-4-desidrogenase
— | s, |
| D-xilulose-5-fosfato |« Ak Qi D-xilulose L-xilulose |
D-arabitol-4-desidrogenase
. Candida tropicalis e
| D-arabitol JR— P

Rhodosporidium toruloides
a
L 1 Zygosaccharomyces rouxii

D-arabitol-2-desidi 3
via oxidativa de pentose fosfato arabitol lesidiogenase . Rhodesporidium toruloides
+ D-ribulose-5-fosfato . Dribulesequnase D- ribulose

Adaptado de: Adamczyk; Coradetti; Gladden, (2023); Lee et al,
(2021), Li et al, (2023), zhang et al., (2016), Zhang et al., (2021).

O processo de transformagdo dos aglcares em polidis aconte-
ce dentro da célulg, onde esses compostos se acumulam devido a
um desbalanceamento entre os cofatores utilizados pelas enzimas.
Para uma grande parte das leveduras produtoras de xilitol, maiores
concentragées do bioproduto sdo observadas quando menores
concentragdes de oxigénio estdo disponiveis. Esse fendmeno ocorre
devido ao oxigénio estar diretamente ligado a quais rotas
metabdlicas a levedura iré performar e, por consequéncia, quais
cofatores ser@io regenerados em determinadas taxas. Para o xilitol,
por exemplo, esse estado de oxigenagdo desfavorece a
regenerag@o dos cofatores utilizados pela xilitol desidrogenase,
resultando no acumulo desse produto intermedidrio, que é
posteriormente excretado para fora de célula devido ao equilibrio
osmoébtico (Hahn—Hc‘jgerdoI et al,1994; Zha et al,, 2021).
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Diversos hidrolisados tém sido estudados para a produg¢do de
polidis a partir de biomassas lignocelulésicas, como bagago de
cana-de-agucar, milho, casca de arroz, cacau (Hernadndez-Pérez et
al,, 2019) bem como bambu, madeira, espiga de milho e bagago de
maca (Albuquerque et al., 2014). Especificamente sobre a casca do
cacau, Santana e colaboradores (2018) investigaram a produgéo
de xilitol utilizando hidrolisado de casca de cacau detoxificado,
com linhagem de Candida boidinii. O processo de hidroélise foi
otimizado, atingindo uma concentragdo mdxima de xilose liberada
de 11,03 g/L. Nesse estudo, a mdaxima concentragéo de xilitol
alcangada foi de 11 g/L, a partir de 25 g/L de xilose no hidrolisado
concentrado e detoxificado, em 384 horas, com uma conversdo
maxima de 0,69 g de xilitol por grama de xilose em 264 horas.

PROCESSOS DE PURIFICACAO DE ARABITOL E
XILITOL BIOTECNOLOGICOS

Os processos de purificagéo de arabitol e xilitol obtidos por vias
biotecnolégicas sdo fundamentais para garantir a qualidade e
seguranca de seu uso em diversas aplicagdes industriais. Esses
dlcoois de acglcar, amplamente utilizados nas indastrias
alimenticia, farmacéutica e odontoldgica, necessitam de métodos
eficientes para a remocéo de impurezas (Herndndez-Pérez et al,
2019; Mussatto; Roberto, 2002). Especialmente quando a matriz é
lignoceluldsica, o caldo contendo os polidis tende a ser mais
complexo, acarretando em muitas operagdes de separagdo. De
forma geral, a obtengéo de uma biomolécula a partir de uma
matriz vegetal envolve trés grandes etapas: o upstream, a
fermentagdo e o downstream, como mostra a Figura 3 (Pessoa Jr;
Kilikian, 2020). O upstream é a etapa onde ocorre o pré-tratamento
da biomassa lignocelulésica para a liberagdo das moléculas-alvo,
como visto na seg¢do 2. A fermentagdo corresponde & conversdo
das moléculas-alvo em produtos desejados, sendo esse processo
catalisado por microrganismos potenciais, conforme descrito na
secdo 3. O downstream, por sua vez, refere-se & purificagéo e
recuperacgdo dos produtos da fermentacgdo, resultando, de fato, os
bioprodutos.
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Figura 3. Esquema geral de um bioprocesso: etapas de pré-trata-
mento, fermentacdo e purificagdo.

Upstream: tratamentoda ~ Bioconversao: sintese Downstream: purificagio
biomassa dos produtos das biomoléculas

Adogante

Fonte: autores

O esquema geral do downstream aplicado depende fortemente
do caldo a ser purificado e da natureza da matriz lignocelulésica
utilizada como substrato, dadas as variadas caracteristicas dos
meios e das biomoléculas de interesse, que podem ser dcidos
orgdnicos, antibidticos, proteinas, polidis, entre outros (Pessoa Jr;
Kilikian, 2020). Quanto mais complexa for a matriz, mais operagdes
unitdrias de separacdo serdo requeridas, o que implica maiores
custos operacionais. O objetivo dessa etapa, portanto, & recuperar
e purificar as substdncias de interesse até a obtengdo do padréo
comercial.

Tendo isso em vista, ndo hd um processo consolidado de
purificagdo de biomoléculas, principalmente devido & grande
quantidade de produtos que podem ser obtidos de forma
biotecnolégica e & diversidade das matrizes e microrganismos
catalisadores. No entanto, de forma genérica, a purificacdo pode
ser dividida em quatro principios sequenciais: remogdo de células
de microrganismos e fragmentos maiores do meio de cultivo
(clarificag@o); purificagdo primaria ou de baixa resolugdo;
purificagdo de alta resolugdo e, por fim, o acondicionamento final
da biomolécula (Pessoa Jr; Kilikian, 2020).

A clarificag@o € uma das primeiras etapas de purificag@o nos
processos biotecnolégicos, pois remove impurezas suspensas no
meio. Essas impurezas sdo geralmente oriundas do meio
fermentativo, como substratos e a prépria biomassa microbiana.
Esse processo resulta na diminuigdo da turbidez do meio contendo
os produtos de interesse. Algumas operagdes unitdrias comuns na
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clarificagbo sdéo filtragdo, centrifugacdo, floculagéo, entre outras
(Geankoplis, 2003).

Como discutido na sec¢do 3, durante a fermentagdo, o substrato é
transportado para dentro da célula e convertido em produtos
intermedidrios das rotas metabélicas, podendo permanecer como
intracelulares ou n&o. Quando os compostos de interesse sdo
intracelulares, & necessdria uma etapa adicional para garantir a
liberagcdo do produto para o meio externo. Essa etapa de
purificagdo envolve o rompimento da parede celular dos
microrganismos permitindo a liberagcdo dos produtos da
fermentagdo. Isso pode ser feito pelo principio de cisalhamento e
hidrolise, utilizando operagdes unitadrias como homogeneizagdo,
ultrassom, moagem e rompimento quimico ou enzimatico (Pessoa
Jr; Kilikian, 2020).

Como mencionado, o xilitol pode ser produzido a partir de
biomassas lignocelulésicas, como o bagago da cana-de-aglcar e
a casca de cacau, por microrganismos como Candida tropicalis,
que, em sua rota de assimilagd@o da D-xilose, sintetiza esse polidl
como um produto intermedidrio que é diretamente transportado
para o meio extracelular (Beviloquo et al, 2023). Neste caso, ndo
ocorre a etapa de lise celular e o xilitol estd presente no caldo
fermentado. De maneira similar, o L-arabitol também pode ser
produzido por leveduras que, em condicdes limitadas de aeracdo,
secretam este polidl para o meio externo (Kordowska-Wiater, 2015).

A etapa de purificag@o de baixa resolugdo consiste na se-
paragdo do produto desejado das substéncias, ditas
contaminantes, que apresentam caracteristicas fisico-quimicas
distintas. No caso de um caldo fermentado de hidrolisado
hemicelulésico contendo os polibis, as substéincias contaminantes
que podem ser separadas nesta etapa podem ser proteinas, dgua,
compostos fendlicos, fons, compostos inorgdnicos, entre outros. As
operagdes unitdrias comuns nesta etapa de separacdo sdo
precipitagdo, ultrafiltragdo com membranag, adsorgdo, extragdo
liquido-liquido, concentragdo, entre outras (Alves et al, 2021).

Em contraponto, a purificagdo de alta resolugcdo compreende a
separagdo do produto desejado das substéncias contaminantes
que  apresentam caracteristicas  fisico-quimicas muito
semelhantes (Pessoa Jr; Kilikian, 2020). Esta € uma das etapas mais
dificeis na separacdo e, portanto, tende a ser mais dispendiosa,
com operagdes e tecnologias mais avangadas. No contexto do
caldo fermentado contendo os polidis de interesse, as substéncias
contaminantes que se assemelham aos produtos sdo
principalmente acgucares residuais da fermentagéo, como xilose e
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arabinose, e co-produtos da fermentagdo, como o glicerol
(Cardoso; Forte, 2021). Pode haver também a presenca de dcidos
orgdnicos e inorgdnicos, oriundos dos processos hidroliticos e da
propria biomassa lignocelulésica. Nesta etapa, geralmente é
utilizada cromatografia para a separagdo das moléculas. De
acordo com a natureza dos compostos envolvidos, & possivel
definir um tipo de cromatografia a ser utilizada. Podemos citar
cromatografia de troca idnica, cromatografia por afinidade,
cromatografia de interagdo hidrofébica, cromatografia de excluséo
molecular e até membranas adsorptivas. Os principios que
envolvem essas operagdes variam desde densidade de carga,
adsor¢gdo em sitios especificos, hidrofobicidade a diferengca de
massa molar.

Estudos na literatura reportam a recuperagdo de xilitol contido
em caldo fermentado de hidrolisado de biomassas lignoceluldsicas
por contato com diferentes materiais adsortivos em batelada. Um
dos estudos pioneiros foi de Gurgel e colaboradores (1995), que
avaliaram carvéo ativado e resinas de troca idnica na purificagdo
de xilitol do meio fermentado de hidrolisado de bagago da cana-
de-aglcar. Seus resultados mostraram que o carv@o, nas
condi¢des de 25% do material adsorvente, a 80 °C por 60 min e pH
6.0 foi eficiente na clarificago do meio. O estudo de Silva e
colaboradores (2000), por sua vez, avaliou o incremento de
policloreto de aluminio com o carvéo ativado na purificagcdo por
adsorgdo. Seus experimentos foram realizados em pH 9, a 50 °C por
50 min. Os resultados mostraram que o policloreto de aluminio e o
carvdo ativado promoveram uma redugdo de 935% nos
compostos fendlicos e uma perda de 9,7% de xilitol do meio
fermentado, que se tornou mais descolorido, facilitando a
separagdo do xilitol.

J& o estudo de Kumar e colaboradores (2019) utilizou hidrolisado
de sabugo de milho para a produgdo de caldo fermentado
contendo xilitol. A purificagcdo foi realizada em trés etapas
sequenciais: primeiro, foi adicionado hidroxido de cdilcio e
borbulhado gdés carbdnico sob condigdes controladas de pH e
temperatura; em seguida, o licor contendo xilitol foi tratado com
resinas de troca idénica e carvéo ativado para elevar ainda mais a
pureza. O caldo fermentado contendo xilitol também foi purificado
por meio da adsor¢gdo em cromatografia em coluna com carvéo
ativado como leito fixo adsorvente (Cardoso; Forte, 2021). Os
resultados demonstraram uma boa separagdo do poliol de
compostos como etanol, proteinas e substéncias que déo cor ao
caldo.
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Estudos utilizando membranas de filtragdo também foram
efetivos na purificag@o do caldo fermentado contendo xilitol obtido
de bagago da cana-de-aglcar. O trabalho de Alves e
colaboradores (2021) avaliou trés tipos diferentes de membranas:
microfiltracdo, ultrafiltragdo e nanofiltragdo. Esse sistema de
purificacdo sequencial foi capaz de purificar o poliol de proteinas e
compostos coloridos do caldo fermentado em niveis bastantes
elevados.

Nesta etapa crucial que é a purificagdo de biomoléculas, é
comum ndo ter apenas uma Unica etapa. Portanto, & necessdrio
utilizar um sistema de etapas para se alcangar a pureza desejada.
Um exemplo disso tem-se no trabalho de Kresnowati (2019), que
utilizou técnicas combinadas de ultrafiltragdo e eletrodeionizagdo
para purificar xilitol de um caldo fermentado, cuja biomassa é o
residuo da industria de 6leo de palma bruto: cachos vazios de
dendé. Essas técnicas combinadas foram capazes de remover 99%
de microrganismos, 99% de pigmentos e mais de 99% de impurezas
ibnicas.

H& poucos registros na literatura sobre a purificagdo de L-
arabitol a partir de biomassas lignocelulésicas. Os estudos de
Mingguo et al (2011) citado por Kordowska-Wiater (2015)
apresentam uma metodologia biolégica para a purificagéo de L-
arabitol de um licor rico em outros polidis como xilitol, sorbitol e
manitol. Foi utilizada a bactéria Bacillus megaterium para consumir
estes polidis deixando o licor rico apenas em L-arabitol. Etapas
sequenciais de purificagdo com carvéo ativado e resinas de troca
idnica também foram utilizadas. Apds esta purificagéo adicional do
caldo de fermentacgdo por troca idnica e descoloragdo, o L-arabitol
foi cristalizado com uma pureza de 98,5%.

Finalmente, o acondicionamento final do bioproduto é a
preparacdo da molécula-alvo pensando no seu consumidor.
Portanto, suas caracteristicas como pureza, morfologia e
granulometria devem ser tratadas como a U(ltima etapa do
processo produtivo. As operagdes unitérias de purificagdo
comumente empregadas s@o a cristalizagdo, liofilizagdo e
secagem (Pessoa Jr; Kilikian, 2020). HA muitas pesquisas que
abordam a cristalizagdo do xilitol biotecnolégico. Os trabalhos de
Martinez et al. (2007) e Martinez et al. (2008) detalham a
purificacéo por cristalizacdo deste poliol de um caldo fermentado
de hidrolisado do bagago da cana-de-aglcar. A purificagéo do
primeiro estudo revela etapas como centrifugagdo, tratamento,
concentracdo e finaliza com a cristalizagdo para a obtengéo dos
cristais de xilitol. Este processo resultou em xilitol em cristais com
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pureza de 92-94%. O outro trabalho estudou pardmetros de
cristalizag@o por adigdo de antissolvente, temperatura e taxas de
resfriamento. Os resultados permitiram a determinagdo de
par@metros de modelagem e a estimativa do tamanho médio do
cristal a partir de diferentes condi¢gdes experimentais. O trabalho de
Marques-janior e Rocha (2021) também estudou a cristalizagéo de
xilitol do caldo fermentado do bagago de caju. Eles estudaram
diferentes antissolventes na cristalizagdo do xilitol. Entre os
solventes testados, havia o liquido iénico. Os resultados obtidos
foram promissores, e os rendimentos dos processos se
assemelham ao xilitol comercial.

Vimos, portanto, que a etapa de purificagdo é crucial para a
viabilidade do processo biotecnolégico e depende de inUmeros
fatores, principalmente da natureza da matriz lignocelulésica, do
processo de pré-tratamento e obtengdo das biomoléculas. No
entanto, ainda hd muito a ser explorado e desenvolvido em termos
de técnicas de purificagdo. Pesquisas continuas sdo necessdrias
para aprimorar essas técnicas, tornando-as mais eficientes e
economicamente vidveis. Além disso, a purificagéo de arabitol a
partir de biomassas lignoceluldsicas, entre elas a casca de cacau,
€ um campo que carece de dados extensivos e detalhados.
Investigagdes futuras poderdo fornecer informagdes valiosas para
otimizar o processo e expandir suas aplicagdes industriais. Portanto,
o desenvolvimento de métodos inovadores e a obtengéo de novos
dados sdo essenciais para superar os desafios atuais e avangar no
uso sustentavel e eficaz da biomassa lignocelulésica.
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INTRODUCAO

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

Comumente, dois tipos de agentes de fermentagao sdo usados
na fabricacdo de pédes: o fermento biolégico instantaneo, que
consiste em preparagdes comerciais de Saccharomyces
cerevisiae, e o fermento natural. Este dltimo é composto de uma
mistura de farinha de cereais e 4gua, na qual uma populacdo
heterogénea de microrganismos, principalmente bactérias acido-
laticas (BAL) e leveduras, realiza a fermentacdo (De Vusyt et al,
2021; Fekri et al.,, 2024).

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

O mercado global de produtos de fermentacao natural foi ava-
liado em US$ 2,19 bilh6es em 2020, com uma taxa de crescimento
anual prevista de 8% até 2030 (Lima et al, 2023). A Europa é a maior
consumidora destes produtos, seguida da América do Norte, com
projecdes futuras apontando o forte crescimento no continente
asiadtico (Albagli et al, 2021, Lima et al, 2023). Nos ultimos anos,
grandes empresas de panificagcdo, como a Bauducco (Brasil),
Marilan (Brasil), IREKS GmbH (Alemanha), Knead Love (EUA),
incorporaram produtos de fermentagdo natural ao seu portfélio
(Lima et al, 2023), reforcando a demanda por esse tipo de alimento.

Atualmente, destacam-se quatro tipos de fermentos naturais,
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gue podem ser inoculados ou ndo com culturas iniciadoras,
melhorando, assim, seu desempenho tecnolégico e funcional. No
entanto, dependendo do tipo de fermentacdo utilizada, é
necessario tempo e profissionais qualificados para a sua correta
manutencao (Reale et al, 2020), o que torna o processo caro e de
dificil padronizacdo. Nesse contexto, o uso de fermentos naturais
com culturas iniciadoras apresenta-s como uma alternativa viavel,
pois conduz o processo fermentativo de maneira controlada
(Siepmann et al, 2019).

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

FERMENTO NATURAL E BACTERIAS ACIDO
LATICAS

O fermento natural é composto de uma mistura de farinha de
cereais e 4gua, na qual uma populacdo heterogénea de bactérias,
principalmente as Bactérias Acido Laticas (BAL) e leveduras, realiza
a fermentacdo (De Vusyt et al, 202l). As leveduras estdo
diretamente ligadas a formacdo de diéxido de carbono (CO,),
enquanto as BAL produzem, principalmente acidos orgénicos e
outros compostos aromaticos (Catzeddu, 2019). Quando
comparaas ao “fermento de padeiro” (Saccharomyces cerevisiae),
as BAL apresentam diversas vantagens em termos sensoriais,
nutricionais, tecnoldgicos e de biosseguranca (Papadimitriou et al,
2019; Viola et al, 2024).

Existem quatro tipos de fermentos naturais (Figura O01)
classificados de acordo com o tipo de in6culo e a tecnologia
utilizada para iniciar a fermentacdo (Stefanello et al, 2018;
Catzeddu, 2019; Papadimitriou et al, 2019; De Vuyst et al, 2021). O
primeiro, denominado Tipo |, € obtido por meio da fermentacédo
espontdnea das BAL e leveduras naturalmente presentes na
farinha, na agua, nos utensilios e no ambiente. A sua alimentacéo é
realizada através de alimentacdes diarias da propagacao, técnica
gue consiste na reinoculagcdo da massa anterior (massa mae)
com farinha e agua, até queseatinja a estabilizacdo e o
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amadurecimento das BAL, por volta de uma semana, quando
poderé ser utilizada na producéo de panificaveis fermentados.
Durante os primeiros dias de fermentacdo, a microbiota do
fermento natural se modifica em sua composi¢cdo, com reducdo de
espécies gram-negativas e aumento das gram-positivas. O
amadurecimento do fermento é caracterizado, entre as BAL, pela
predominancia de lactobacilos heterofermentativos. A medida em
gue os processos de propagacédo ocorrem, predominam espécies
gue se adaptam melhor as condi¢cbes desse ecossistema criado
(Ventimiglia et al., 2015; Gobetti et al., 2016; De Vuyst et al, 2021).

Figural. Infografico Sobre os Tipos de Fermentos Naturais

p_"A

— A\m
I Tipo I — Fermento Natural Tradicional

I Tipo II - Cultura Iniciadora de Fermento Natural
1 Tipo III - Fermento Natural Seco

1 Tipo IV — Fermento Natural Seco Misto

Far mha de cereal Agua

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

O fermento do tipo Il foi desenvodo para o uso industrial e
consiste na adicAo de uma cultura iniciadora, em altas
concentragdes, a mistura de farinha e 4gua, sem a necessidade da
técnica de propagacdo, no intuito de acidificar o meio de forma
rApida e conferir atributos de sabor. Nesse tipo de fermento,
utilizam-se Bactérias Acido Laticas (BAL) isoladas que tenham por
caracteristica a tolerancia a pHs mais baixos. A forte acidificacéo,
no entanto, pode inibir o desenvolvimento das leveduras naturais,
sendo necessario o uso de fermento de padeiro na fase final do
processo de fermentagcdo (De Vuyst, 2017; Catzeddu, 2019;
Papadimitriou et al, 2019; De Vuyst et al, 2021).

Semelhante ao tipo ll, o fermentodo Tipo llltambém recebe a
adicdo de uma cultura iniciadora. No entanto, esse fermento
natural passa por um processo de desidratagdo, sendo os mais
comuns a liofilizacdo e o spray-drying (Stefanello et al, 2018;
Papadimitriou et al, 2019) por garantirem a viabilidade celular ap6s
o processo (Albagli et al, 2021; Caglar et al, 2021). Por fim, o fermento
do tipo IV é caracterizado pela inoculagcdo de uma cultura
iniciadora seguida da técnica de propagacéao, constituindo uma
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uma juncédo do tipo Il com o tipo | (Catzeddu, 2019; Papadimitriou et
al, 2019). A adicdo deliberada de uma cepa especifica permite o
direcionamento do processo fermentativo, garantindo a obtencéo
de caracteristicas sensoriais, tecnolégicas, funcionais e nutricionais
daquele isolado aos produtos finais da panificagdo (Montemurro et
al,, 2020).

Os microrganismos presentes no fermento natural derivamde
diversos fatores, entre eles podemos citar os ingredientes utilizad os,
os utensilios empregados, a forma de inoculacdo e as condigbes
geograficas (Suo et al, 2020; De Vusyt, 2017, De Vusyt et al, 202
Gunduz et al, 2022). Em se tratando das BAL o género mais
frequentemente observado em seu isolamento é o Lactobacillus,
embora outros géneros, como Pediococcus, Leuconostoc e
Weissella, também sejam frequentemente citados na literatura
(Reale, et al, 2020; Sevgili et al, 2023).

Embora mais de 60 espécies de Lactobacillus tenham sido iso-
ladas e identificadas em fermentos naturais, apenas uma pequena
parte pode ser considerada especifica deste habitat, como é o
caso dos Fructilactobacillus sanfranciscensis e
Companilactobacillus alimentarius. Isso se deve ao fato de que
diversas outras espécies, como o Lactiplantibacillus plantarum e
Levilactobacillus brevis, por exemplo, sdo encontrados em
diferentes matrizes alimentares (Catzeddu, 2019), ndo sendo
exclusivas de fermentos. Essa ampla capacidade adaptativa em
diferentes nichos decorre de sua diversidade metabdlica (Mozzi,
2016).

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

Do ponto de vista metabdlico, as BAL podem ser classificadas
em dois grupos, conforme a vida de fermentagao dos carboidratos:
i) homofermentativas, que utilizam a glicose, pela via Embden-
Meyerhof, produzindo lactato como produto final, como
ocorre comL actobacillus amylovorus e Comanilactobacillus
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heilongjiangensis presentes na microbiota do fermento natural; e
i) heterofermentativas, que utilizam os carboidratos,
principalmente a maltose, pela via do 6-
fosfogluconato/fosfocetolase, para produzir etanol, acetato e
diéxido de carbono, além de lactato. As espécies Fructilactobacillus
sanfranciscensis e Levilactobacillus brevis sdo cepas
heterofermentativas obrigatérias e Lactiplantibacillus plantarum e
Companilactobacillus alimentarius sdo cepas heterofermentativas
facultativas. Este grupo é o mais adaptado ao ecossistema do
fermento natural (Mozzi, 2016; Gopal, 2020; De Vuyst et al, 202
Pérez-Alvarado et al, 2022).

Esses microrganismos contribuem de forma significativa nos
alimentos fermentados, ndo s6 influenciando no desenvolvimento
das caracteristicas sensoriais desejaveis, mas também garantindo
sua estabilidade microbiolégica (Stefanello et al, 2018). A alta
concentracdo de BAL na massa de pédes elaborados com fermento
natural, por exemplo, resulta da produgado de acidos organicos que
reduzem significativamente o pH da massa e representa inUmeras
vantagens (Papadimitriou et al, 2019).

A reducdo do pH ativa as proteases presentes nos cereais,
levando a liberacdo de peptideos que sdo, em seguida,
hidrolisados em aminoacidos pelas peptidases intracelulares das
BAL. Esse processo enriguece a massa com aminoacidos, que nado
apenas melhoram o aroma do produto, mas também aumentam
sua digestibilidade. Além disso, o baixo pH favorece uma rede de
glaten mais elastica (Rossel et al., 2016; Catzeddu, 2019). Os tépicos
seguintes descrevem de forma mais aprofundada sobre os
potenciais tecnoldgicos e bioativos das BAL em produtos de
panificacao.

POTENCIAL TECNOLOGICO E BIOATIVO DE
BAL APLICADO A PANIFICACAO

As mudancgas bioquimicas que acontecem em um pé&do de
fermentacgdo natural, resultantes da acdo enzimatica (endégenas
ou microbianas), influenciam diretamente em sua qualidade. Essas
enzimas sdo ativadas em decorréncia da acao das BAL, cuja rapida
acidificacdo constitui uma de suas principais caracteristicas
tecnolégicas, resultante do seu metabolismo (Gunduz et al, 2022).

56



Fatores enddgenos e exdgenos, como o tipo de microrganismo e a
temperatura de fermentacédo, fazem com que o pH do fermento
natural maduro oscile entre 35 e 44 (Catzeddu, 2019; Reale et al,
2020). Essas alteragbes que ocorrem durante 0O processo
fermentativo podem ser percebidas sensorialmente na textura e no
sabor dos produtos de panificagdo, mas também de forma indireta
no aumento da vida de prateleira, de volume e melhoria de valor
nutricional (Siepmann et al.,, 2017; Catzeddu, 2019).

A ativacdo das proteases e amilases como consequéncia da
acidificacdo favorece a maciez e a extensibilidade da massa. O
gliten € um complexo proteico formado por duas fragcbes de
proteinas, a gliadina e glutenina, responsaveis pela viscosidade e
elasticidade. A hidrdlise dessas proteinas, promovida pela acdo das
proteases, resulta em uma emulsdo mais estavel, com maior
extensibilidade e menor elasticidade (Siepmann et al, 2017),
permitindo a expansdo da massa ao mesmo tempo que retém o
dioxido de carbono produzido durante a fermentacdo, o que
contribui para o aumento do volume e maciez do pado (Catzeddu,
2019; Papadimitriou et al, 2019; Siepmann et al 2019). A perda de
maciez, aroma e crocancia dos produtos de panificagdo se d&
devido ao seu envelhecimento, causado pela retrogradacédo do
amido. Em farinhas integrais, as enzimas xilanase e endoxilanase
retardam essa retrogradacdo (Siepmann et al, 2017). No mais, a
casca mais grossa dos pédes preparados com fermento natural
dificulta a evaporacdo da A&gua, favorecendo retencdo de
umidade.

Algumas BAL, além de alterarem a rede de glaten, produzem
polissacarideos de alto peso molecular, os Exopolissacarideos
(EPS). Esses polimeros influenciam nas caracteristicas reoldgicas,
texturais e sensoriais de diversos alimentos, atuando na
viscosidade, estabilizacdo e emulsificacdo (Reale et al, 2020). O EPS
produzido pelas BAL liga-se a agua disponivel nesses produtos,
evitando a exsudadacao, o que impacta principalmente o retardo
do envelhecimento do produto (Pérez-Alvarado et al, 2022). Além
de beneficiar a textura e reologia das massas fermentadas, os EPS
contribuem diretamente na saude de seus consumidores,
estimulando a producédo de &cidos graxos de cadeia curta (SCFAs)
através da fermentacdo dos carboidratos, com potencial para
prevenir inflamacdes e infecgdes intestinais (Gill et al, 2018; Pérez-
Alvarado et al, 2022).

Outro fator que compromete a vida Uutil dos produtos de
panificacdo, além do envelhecimento, é a deterioracdo microbiana,
por fungos e algumas espécies de Bacillus (Catzeddu, 2019). Na
indUstria, para evitar perdas econdmicas, utiliza-se aditivos
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guimicos para conservar esses alimentos. No entanto, diversos
estudos ja demonstraram a capacidade antifungica das BAL. Entre
os metabolitos que exercem essa funcédo, destacam-se os acidos
latico, acético e formico, diéxido de carbono, diacetil, peréxido de
hidrogénio, acido caprdico, acidos graxos 3-hidroxi, acido fenilatico,
dipeptideos ciclicos, reuterina e fungicinas, além das bacteriocinas,
gue inibem ou eliminam o crescimento de bactérias patogénicas
ou deteriorantes (Ganzle, 2015; Siepmann et al, 2017; Catzeddu,
2019; Papadimitriou et al, 2019; Pérez-Alvarado et al, 2022). Estes
compostos permitem que os paes e produtos de panificacdo
fermentados ndo necessitem da adicdo de aditivos quimicos como
conservantes, ressaltando o seu potencial de bioatividade.

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

Dentre os acidos graxos sintetizados pelas BAL, destacam-se o
acetato, propionato e butirato, que possuem propriedades
terapéuticas potenciais em transtornos como depressao, estresse,
autismo, esquizofrenia e ansiedade (Pacularu-Burada et al, 2020;
Pérez-Alvarado et al, 2022). Além disso, as BAL também agem em
relacdo a biodisponibilidade de minerais essenciais, como o calcio,
potassio, ferro, e zinco, principalmente em paes integrais. As
farinhas integrais sdo ricas em acido fitico, um composto
antinutricional insolGvel presente naturalmente em cereais, que se
liga aos minerais e impede a sua absorgcdo. A ativacdo das fitases
(enzimas que quebram o acido fitico) pelos acidos orgéanicos da
fermentacao aumentam a biodisponibilidade desses
micronutrientes (Siepmann et al, 2017; Catzeddu, 2019; De Vuyst et
al, 2021).

O indice glicémico (IG) € uma medida que classifica os alimen-
tos com base em seu potencial para aumentar os niveis de glicose
no sangue apos sua ingestdo. Ele pode ser classificado como baixo,
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moderado e alto. Arora et al, (2021) realizaram uma revisdo da
literatura e verificaram a reducdo desse indice, de alto para
moderado, em pées fermentados com o fermento natural. Quando
adicionados de fibra dietética (5 a 10%), a diminuicdo é mais
pronunciada, resultando em um valor glicémico baixo. Rizello et al
(2019) correlacionaram essa reducdo do IG a acidificagcdo das BAL
nos produtos fermentados. O pH &cido dessas massas aumenta a
densidade dos pées (Gobbetti et al, 2014; Siepmann et al, 2017),
retardando sua absorcdo, devido a formacdo de amido resistente
(Rizello et al, 2019; Arora et al, 2021).

No que se refere a digestibilidade, os pédes adicionados com
fermento natural apresentam melhores resultados quando
comparados aos péaes tradicionais. A sintese de acidos orgéanicos,
especialmente o acido lactico, reduz a digestibilidade do amido,
enqualto o acido acético e o acido propibnico retardam o
esvaziamento gastrico (Siepmann et al, 2017). Outro ponto
importante no consumo de produtos com fermento natural é a
diminuicdo da alergenicidade das farinhas de trigo e centeio
(Pacularu-Burada et al, 2020; Pérez-Alvarado et al, 2022).

A atividade proteolitica promove hidrélise da rede de glaten e
suas fracdes proteicas, sendo as responsaveis pelas reacdes
alérgicas. Além das alergias, algumas pessoas desenvolvem
doenca celiaca, uma intolerancia ao gluten, através de um
mecanismo autoimune, que resulta em inflamacgbdes e danos a
mucosa do intestino delgado (Di Cagno et al, 2010). Ensaios
clinicos, realizados por Di Cagno et al, (2010); Greco et al, (2011) e
Mandile et al, (2017), demonstraram que a protedlise realizada
pelas BAL de forma controlada, degrada totalmente esses
complexos proteicos, tornando seguro o consumo destes produtos
por pacientes celiacos, sendo uma alternativa glaten free.

Uma caracteristica comum na origem de muitas doencas
inflamatorias crénicas é o desenvolvimento do estresse oxidativo,
gue esta relacionado a geracédo de Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs) (Galli et al, 2018). Os antioxidantes presentes nos alimentos
desempenham papel importante na neutralizacdo dessas EROs.
Pesquisas revelaram que as BAL presentes em produtos
fermentados tém a capacidade de gerar peptideos bioativos, que
sdo fragmentos proteicos, com propriedades antioxidantes e anti-
inflamatoérias (Galli et al, 2018; Luti et al, 2020).

Os peptideos resultantes da fermentacdo de cereais possuem
uma relevancia potencial significativa, uma vez que sdo elementos
essenciais na dieta diaria de varias culturas ao redor do mundo
(Luti et al, 2020). A acidificacdo decorrente dos acidos orgénicos
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tem a capacidade de aumentar a extragdo do fenol, do mesmo
modo que consegue promover a hidrélise de formas fendlicas
complexas, influenciando o perfil fendlico de uma matriz alimentar
e sua capacidade antioxidante (Sidari et al, 2020).

Paucean et al (2024) registraram o crescimento médio de com-
postos fendlicos de 7,8% em paes de trigo fermentados por 24h,
enquanto em paes de farinha de espelta o crescimento foi de 11,8%.
Percebe-se que a fermentagcdo natural potencializa a
disponibilidade destes compostos nas massas fermentadas e em
seus produtos finais. Esse comportamento é devido a capacidade
das BAL de liberar os compostos que estdo ligados a farinha.
Embora os valores apresentados possam variar, devido ao tipo de
farinha e a metodologia utilizada, o padrdo de aumento durante a
fermentacdo € o mesmo. Por suas propriedades antioxidantes, os
compostos fendlicos possuem, consequentemente, propriedades
anticancerigenas (Calinoiu e Vod nar, 2018).

60



CONCLUSAO

A fermentacdo natural, um processo ancestral, revela-se como
uma ferramenta tecnolégica promissora para a producdo de
alimentos mais saudaveis e saborosos. A acdo das BAL confere aos
produtos de panificacdo caracteristicas Unicas, que transcendem a
simples producdo de gas carbdnico para o crescimento da massa.
A acidificacdo do meio, a producdo de compostos bioativos e a
modulagdo da microbiota intestinal sdo apenas alguns dos
beneficios associados ao consumo de paes fermentados
naturalmente. A crescente demanda por alimentos funcionais e a
conscientizagdo acerca da importdncia de uma alimentacédo
saudavel tem impulsionado as pesquisas sobre a microbiota do
fermento natural e sua aplicacdo em produtos de panificacéo.
Nesse contexto, ndo apenas a identificacdo e caracterizacdo
desses microrganismos se mostram relevantes, mas também a
selecdo de cepas predominantes com potenciais tecnolégicos e
bioativos constitui um ponto-chave para o desenvolvimento de
fermentos naturais com caracteristicas controladas. A
fermentacado natural, portanto, configura-se uma &area promissora
tanto para a inovacdo na indUstria alimenticia quanto para a
promocédo da saude.
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INTRODUCAO

O interesse pela alimentacdo saudavel e as evidéncias
cientificas de que os alimentos funcionais sdo benéficos & salde,
fazem do consumo destes uma das formas de melhorar a
gualidade de vida. De acordo com Aguiar et al. (2019), alimentos
funcionais podem ser definidos como qualquer alimento que, além
do seu valor nutricional, tenha um efeito positivo na saudde, no
desempenho fisico ou no estado mental de um individuo. Alimentos
funcionais podem ser classificados de acordo com o alimento em
si ou com a presengca de ingredientes bioativos, como os
probidticos.

Os probidticos sdo definidos como microrganismos vivos hdo
patogénicos que, quando ingeridos em quantidades adequadas,
podem conferir beneficios & satude dos individuos (Hill et al., 2014).
Espécies probidticas estdo sendo estudadas para tratar, prevenir
ou reduzir o risco de doencas nao transmissiveis, mas também
para utilizagcdo no desenvolvimento de novos produtos e
tecnologias inovadoras (Pimentel et al., 2023). Entretanto, segundo
Marcial-Coba et al. (2019), alguns fatores limitam o uso de
probidticos em matrizes alimentares, como baixa resisténcia ao
calor, dificuldade em manter as células viaveis necessarias durante
0 armazenamento e alterac¢des nas propriedades fisico-quimicas.

Nos dltimos anos, estudos tém demonstrado que nem todos os
mecanismos que produzem beneficios a saude requerem
viabilidade bacteriana, levando ao surgimento de novos termos
como pos-hiodticos. Pos-bidticos sdo definidos como preparacdes
de microrganismos inanimados ou seus componentes que
conferem beneficios a saude do hospedeiro (Salminen et al,, 2021).
Esses compostos tém chamado a atencdo por apresentarem
maior vida atil e também, pela presenca de algumas moléculas
gue podem apresentar atividades bioldgicas, como antioxidante,
anti-inflamatéria e imunomoduladora, podendo contribuir para a
salude do hospedeiro e contribuindo positivamente para as suas
funcdes fisioldgicas (Aguiar-Toala et al., 2018).

O uso de po6s-bidticos para prevenir e tratar diversas doencgas
como Alzheimer e esclerose multipla, ja foi investigado, com
relatérios preliminares que parecem promissores. Além disso, uma
revisdo bibliografica publicada recentemente enfatiza que os
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po6s-hidticos tém multiplas propriedades farmacodinadmicas contra
bactérias vivas (Z6lkiewicz et al., 2020).

Apesar de ser um conceito relativamente recente, estudos com
pos-bidticos tém alto potencial para novas descobertas e
aplicagdes futuras em alimentos. Com base nisso, este artigo tem
como objetivo destacar a importancia dos p6s-hiéticos e fornecer
uma revisdo de literatura sobre seu uso nos ultimos anos.

CONCEITO E ASPECTOS REGULATORIOS

Varios pesquisadores propuseram termos diferentes para
descrever pds-bidticos, como: probidticos inativos, probidticos ndo
viaveis, abiodticos, probidticos fantasmas. A definicdo do termo p 6s-
bidtico tem sido uma fonte de desacordo entre pesquisadores e
estd sendo discutida e atualizada conforme as pesquisas e
descobertas avancam (Malashree et al. 2019). Para Pimentel et al.
(2023), um pos-bidtico é considerado "qualguer substancia
liberada ou produzida pela atividade metabdlica de um
microrganismo que tenha um efeito benéfico (direto ou indireto) no
hospedeiro”. Aguilar-Toala et al. (2018) definem pd&s-bidticos como
"células microbianas mortas ou nao viaveis, fragmentos de células
gue sdo sintetizados naturalmente por microrganismos probiéticos
durante os processos de fermentacdo ou em laboratério".

Diante de diversas definicbes, em 2019, a Associacdo Cientifica
Internacional de Probidticos e Prebidticos (ISAPP) convocou um
grupo de profissionais especializados em nutricdo, fisiologia,
gastroenterologia, pediatria, ciéncia dos alimentos e microbiologia
para revisar a definicdo e o escopo dos po6s-bidticos nos avangos
cientificos (Pimentel et al. 2023). No entanto, tem sido sugerido usar
a definicho de que pos-bidticos sdo "a preparagdo de
microrganismos inanimados e/ou seus constituintes que fornecem
beneficios a saude do hospedeiro". Acredita-se que esta definicdo
consensual esteja mais alinhada com o entendimento do conceito
(Salminen et al. 2021)

O termo usado pelo comité foi inanimado e ndo inativo ou
inativado. O wuso do termo inanimado refere-se a um
microrganismo vivo que foi morto. Portanto, foi determinado que
algumas informacdes seriam importantes para a preparacdo dos
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p6s-bidticos, como a caracterizagdo do microrganismo e o método
de inativacdo. Além disso, a inativacdo deve ser comprovada, a
composicdo da preparacdo pOs-bidtica deve ser totalmente
descrita, os aspectos de seguranca avaliados e determinados
(Pimentel et al. 2023).

PRINCIPAIS REPRESENTANTES DOS
POS-BIOTICOS

P6s-bidticos referem-se a fatores sollveis (metabdlitos ou
subprodutos) secretados por bactérias vivas ou liberados apés lise
bacteriana, como enzimas, peptideos, &cidos teicdicos,
citopeptideos derivados de peptidoglicanos, sobrenadantes livres
de células, polissacarideos e proteinas da superficie celular e
acidos orgéanicos.

BACTERIOCINAS

Bacteriocinas sado peptideos sintetizados nos ribossomos, que
possuem atividade antimirobiana. As bacteriocinas diferem em sua
composicdo de aminoacidos, biossintese, transporte e mecanismo
de acdo. Em alimentos, as bacteriocinas podem ocorrer
naturalmente como um produto da microbiota normal ou
introduzidas (cultura starter ou probidticos). Certas bacteriocinas
de bactérias Gram-positivas produzidas por bactérias acido
lacticas (LAB) tém atraido muita atencdo devido ao seu status
GRAS (Generally Recognized as Safe) e seu uso potencial como um
aditivo seguro, possuindo propriedades competitivas sobre outros
microrganismos aliados (Ogaki et al. 2015).

As acOes das bacteriocinas sobre microrganismos Gram-
positivos e Gram-negativos tém mecanismos diferentes. Nos
microrganismos Gram-positivos, geralmente havera interferéncia
na sintese da parede celular, formando poros, que causardo a
morte da celula bacteriana alvo. Em relagcdo aos Gram-negativos, a
acado geralmente ocorre pelo metabolismo do DNA, RNA ou
proteinas. Devido aos seus efeitos antimicrobianos, as bacteriocinas
sdao confundidas com antibidticos, o que pode inviabilizar seu uso
em alimentos e medicamentos (Luna and Oliveira, 2021).
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SOBRENADANTES LIVRES DE CELULAS

O sobrenadante sem células é constituido por metabolitos
ativos produzidos por bactérias e leveduras no fluido circundante.
Podem ser produzidos diretamente a partir de culturas de células.
Ap6s o periodo de incubagcdo, o0s microrganismos sao
centrifugados e depois removidos. O sobrenadante é filtrado por
razdes de esterilidade (Scarpellini et al. 2022).

Estudos realizados com sobrenadantes produzidos a partir de
diferentes culturas microbianas revelaram diferentes atividades.
Por exemplo, os sobrenadantes de Lactobacillus acidophilus e
Lactobacillus casei tém efeitos anti-inflamatdrios e antioxidantes
nas células epiteliais intestinais, macréfagos e neutrofilos, reduzem
a secrecao da citocina pré-inflamatoria, o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), aumentam a secrecao de citocinas anti-inflamatadrias
Interleucina 10 (IL-10) (De Marco et al. 2018).

Os sobrenadantes de culturas bacterianas dos géneros
Lactobacilli e Bifidobacteria também demonstraram apresentar
atividade antimicrobiana, impedindo a invasao de enterécitos por
estirpes enteroinvasivas de Escherichia coli in vitro. Embora estas
propriedades antimicrobianas possam ser devidas a inibicao da
adesdo de estirpes patogénicas, através da competicdo por locais
receptores, os sobrenadantes celulares podem também ter efeitos
locais no ambiente intestinal, nas barreiras celulares e na
expressao de genes protectores (Khodaii et al. 2017).

O sobrenadante de Lactobacillus plantarum demonstrou um
efeito nutricional na estrutura da barreira intestinal. Os
sobrenadantes de Saccharomyces boulardii apresentaram
atividades anti-inflamatdria e antioxidante semelhante aos
sobrenadantes de células bacterianas (Ilzuddin et al,, 2020).

EXOPOLISSACARIDEOS

Durante a sua multiplicagcdo, os microrganismos produzem
biopolimeros com diferentes propriedades quimicas. Estes
biopolimeros podem ser provenientes da parede celular
bacteriana, formando um grupo heterogéneo de substancias
denominado exopolissacaridos (EPS). O EPS tem funcdo na
indUstria alimentar como estabilizador, emulsionante e agente de
retencdo de dgua, embora as suas funcdes bioldgicas ndo sejam
totalmente compreendidas (Ruijgrok et al, 2024). A utilizacédo de
EPS em produtos farmacéuticos e alimentos funcionais tem
despertado recentemente interesse.
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De acordo com Prasad e Purohit (2023), o EPS derivado de
bactérias acido laticas (LAB) tem muitas aplicagbes industriais
potenciais, tais como o seu papel como agente gelificante,
espessante, emulsionante, estabilizador, aglutinante de agua e
agente de adesdo. Além disso, o EPS produzido por LAB tem um
papel potencial na preparacédo de produtos lacteos e cereais.

Alguns EPSs produzidos por estirpes de Lactobacillus sp., isoladas
de frutos de durido fermentados, demonstraram ter propriedades
antibacterianas e antioxidantes. Foi demonstrado que a capacidade
potencial antioxidante do EPS obtido de Lactobacillus helveticus é
decorrente de ligacdo a ions ferro (Li et al. 2014; Khalil et al. 2018).

Outra classe de EPS, como os B-glucanos, pode aumentar as
respostas imunoldgicas mediadas por células contra bactérias,
virus, parasitas e outras células cancerigenas. Curiosamente, o (-
glucano também pode aumentar o efeito dos probiéticos,
promovendo a adesdao dos lactobacilos a parede intestinal
(Vetvicka; Vetvickova, 2015).

ENZIMAS

As enzimas industriais sdo produzidas pelo crescimento de
bactérias e fungos em fermentacdo submersa ou em estado solido.
A fermentacdo submersa é o principal modo de fermentacdo
utilizado pelas bactérias. As operacdes unitarias na producdo de
enzimas incluem a fermentacéo e a filtracdo. As enzimas brutas sédo
ainda purificadas por precipitacdo, seguida de centrifugacédo e
secagem a vacuo ou liofilizacdo (Singh and Panesar 2023).

Enquanto mecanismos de defesa celular, as enzimas
antioxidantes (por exemplo, glutatido peroxidase (GPx), superoxido
dismutase (SOD), catalase e NADH-oxidase) sdo essenciais para a
sobrevivéncia dos microrganismos. Um estudo efetuado por lzuddin
et al. (2020) demonstrou as propriedades antioxidantes dos po&s-
bidticos derivados de Lactobacillus plantarum. Este efeito foi
observado devido a um aumento da concentracgao sérica de GPx.

Num outro estudo, utilizando as estirpes Lactobacillus plantarum
30B e Lactobacillus acidophilus 900 em ratos com doenca
inflamatodria intestinal, as estirpes com maior atividade catalase
foram mais eficazes na reducédo da inflamacédo do que as mesmas
estirpes bacterianas produtoras de SOD. Além disso, ambas as
estirpes apresentaram uma temperatura corporal mais baixa em
comparagcdo com o0s grupos controle (Tomusiak-Plebanek et al
2018).
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ACIDOS GRAXOS DE CADEIA CURTA (AGCC)

Os acidos graxos de cadeia curta sdo essenciais para a saude
do hospedeiro. Desta forma, a avaliacdo dos acidos graxos
produzidos pela fermentacdo prebidtica se torna um fator
importante na analise do potencial destes compostos. O acido
butirico € um AGCC relacionado a protegcdo contra os canceres de
co6lon e de reto e é uma fonte de energia para a microbiota
intestinal; o &cido propidnico reduz a sintese de colesterol no figado
e aumenta o metabolismo lipidico e a oxidagcdo do acetato pelo
coracdo (Maldonado-Contreras et al. 2020).

Outro AGCC importante, o propionato, é sintetizado a partir da
conversdo de succinato em metilmalonil-CoA através da via do
succinato. O propionato também pode ser sintetizado a partir do
acrilato com o lactato como precursor, através da via do acrilato e
da via do propanodiol, na qual aglucares como a fucose e a
ramnose servem de substratos (Scott et al. 2006).

Num estudo, foi demonstrado que o butirato aumenta a
expressdo de citocinas imunossupressoras (IFN, IL-10, TGF-B) e
regula negativamente varias citocinas e receptores pro-
inflamatodrios (receptores de carga de amostra (TLR) 2/4, Caspase-1,
NLRP3, IL-1B, IL-18, IL-33, IL-25, MAPK). Estes efeitos imunossupressores
do butirato devem-se a inibicdo da atividade do fator de
transcricao NF-kBl e das suas vias intracelulares (Lee et al. 2017).

LISADOS BACTERIANOS

Os lisados bacterianos (LB) sdo obtidos pela degradacédo
guimica ou mecanica de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas comumente encontradas no ambiente. Sua aplicagcdo
clinica é baseada no conceito de ligagdo funcional entre o sistema
imunoldgico intestinal e o sistema respiratorio (Qi et al. 2022).

Os lisados bacterianos sédo utilizados como imunomoduladores
para aumentar a regulacdo da resposta imune contra agentes
infecciosos. Assim, quando um organismo patogénico atravessa a
barreira epitelial, ele é reconhecido pelas células dendriticas
residentes nos tecidos que, juntamente com as células epiteliais,
induzem a quimiotaxia dos fagoécitos (macréfagos e neutrdfilos).
Havera entdo um aumento na sua atividade citotoxica, permitindo a
morte e eliminagcdo do microrganismo invasor (Pfefferle; Prescott;
Kopp, 2013).

Uma meta-analise de 2018, incluindo mais de 4.800 criancgas,
mostrou que criangas que receberam uma formulacdode LBs
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comercialmente disponivel tiveram uma incid éncia
significativamente menor de infecgbes do trato respiratério em
comparacao aos controles (Yin et al. 2018). Da mesma forma, uma
revisdo sistematica de 2020 demonstrou a eficAcia da terapia
adjuvante de LB na reducado da frequéncia de sibilancia e asma em
criancas (De Boer et al., 2021).

Ja a ingestdo de Lactobacillus paracasei inativado pelo calor
pode ser adequada para reduzir os sintomas de olho seco, que sdo
causados principalmente pela exposicédo repetitiva de longo prazo
a luz azul emitida por telas de LED (Cui and Qu 2021).

METABOLITOS

Os metabdlitos secundarios sdo compostos extracelulares
secretados no meio de cultura durante o crescimento e a
diferenciacdo de um organismo vivo e podem ser isolados e
caracterizados principalmente para fins industriais e farmacéuticos
(Rojas; Buitrago, 2019).

Os acidos foélicos sdo produzidos por bactérias intestinais e tém
efeitos benéficos e prejudiciais. A suplementacdo ou
superproducdo de acido folico pode acelerar a carcinogénese em
grupos de alto risco e pacientes com cancer colorretal. Portanto, do
ponto de vista clinico, o uso de tais pds-bidticos pode ter uma
relacdo hipotética nao linear entre o status do folato e o risco de
cancer (Kok et al. 2020).

A vitamina K é um cofator essencial para a sintese de fatores de
coagulacdo. Embora a contribuicio do microbioma para producédo
de vitamina K tenha sido identificada, a vitamina K produzida
localmente parece ter um mecanismo subjacente. A concentracado
de vitamina K no intestino humano esté relacionada a estrutura do
microbioma. Um ensaio randomizado de Karl et al. (2017), com 80
homens e mulheres na poés-menopausa, teve como objetivo
guantificar e identificar associagbes entre concentracdes de
menagquinona e concentragdes séricas de vitamina K, composi¢cdo
da microbiota intestinal e inflamacéo. Os resultados mostraram
gue ndo houve alteragcdes nos biomarcadores inflamatadrios.

A vitamina K € um composto lipossollvel e esta presente na
membrana microssomal do figado. E responsavel pela biossintese
de fatores de coagulacéo e desempenha um papel importante na
hemostasia através da ativacdo de fatores de coagulacdo
especificos (Rajagopal et al. 2022).

A vitamina K2 desempenha um papel essencial no metabolismo
do célcio, ativando proteinas importantes como a osteocalcina e a
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proteina da matriz Gla; as duas trabalham juntas para remover o
calcio de locais inapropriados, levando esse mineral aos 0ssos,
ajudando a tratar e prevenir a osteoporose (Bonaldo and Leroy
2024).

Algumas formas de vitamina K2, como a menaquinona, sao
encontradas em alimentos ingeridos, como queijo, natto e
coalhada. Curiosamente, elas também sdo produzidas por certos
géneros bacterianos transgénicos, jA que a maioria das bactérias
Gram-positivas sdo anaerdbicas e bactérias aerdbicas usam
menaquinonas em suas vias de transporte de elétrons. Algumas
das bactérias produtoras de menaquinona sdo Eubacterium lentus,
gue induz MK-6; Lactococcus lactis ssp. lactis e spp. cremoris, que
produz principalmente MK-8 e MK-9, e Bacteroides fragilis, que
produz MK-10, MK-11 e MK-12 (Camelo-Castillo et al., 2021).

Polifendis sdo metabdlitos secundarios encontrados em
alimentos e em plantas medicinais. Eles sdo candidatos cada vez
mais comuns e procurados para obtengcao de extratos e farmacos
farmacologicamente ativos com efeitos na promocédo da saulde,
prevencgao e tratamento de doencas, incluindo cancer (Vuolo et al.
2019). Os polifendis modulam a estrutura e sdo simultaneamente
metabolizados pela microbiota intestinal. A observagdo de que o
hospedeiro pode responder de forma diferente as intervencdes
dietéticas formou a base para o desenvolvimento do termo
"metabolémica" (Cortés-Martin et al. 2020).

A metatipagem investiga a relacao entre fendtipos metabdlicos
e 0s metabdlitos derivados do microbioma intestinal, que
caracterizam o metabolismo dos compostos originais, fornecendo
assim uma justificativa para o desenvolvimento da "nutricdo
personalizada" (Espin et al. 2017). Os pdés-bidticos derivados de
polifendis dietéticos incluem: wurolitina A (UA), equol e 8-
prenilnaringenina (8-PN).

Pesquisas realizadas em camundongos usando urolitina A (UA),
um metabdlito derivado da microflora intestinal de elagitaninos de
roma, com o objetivo de prevenir a obesidade induzida pela dieta e
disfungdes metabdlicas, mostraram que o tratamento com UA
aumentou o gasto energético, aumentando a termogénese no
tecido adiposo marrom e induzindo o escurecimento do tecido
adiposo branco. Este estudo mostrou que UA, um metabdlito
derivado da microflora intestinal de produtos naturais, previne e
também reverte a obesidade induzida por uma dieta rica em
gordura promovendo a termogénese no tecido adiposo marrom e
no tecido adiposo branco. Além do efeito antiobesidade, UA causou
uma série de efeitos metab dlicos benéficos, incluindo melhora da
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sensibilidade a insulina e reducdo da inflamacdo sistémica e
figado gorduroso, que sdo pelo menos parcialmente devidos a
perda de peso (Xia et al. 2020).

ESTRATEGIAS PARA OBTENCAO DE
POS-BIOTICOS

A Associagcdo Cientifica Internacional de Probidticos e
Prebioticos (ISAPP) reconhece que o processo de producdo de um
po6s-bidtico implica uma etapa deliberada para inativar as células
vidveis da cepa parental Esse processo pode ser alcangado por
diferentes etapas técnicas, como tratamento térmico (talvez o
método mais viavel), alta pressdo, radiacdo ou exposicao aerdbica
simples a bactérias anaerdbicas estritas (Salminen et al., 2021).

Foi realizado um estudo para determinar o potencial de
bactérias acido lacticas quando usadas como uma mistura
multicepa, em comparagdo com aquelas usadas como
monocepas. Para esse fim, trés cepas de Lactobacillus acidophilus,
especificamente as cepas LAP5, LAFl e LAH7, foram mortas pelo
calor, ao aquecer uma suspensédo de células (10° UFC/mL) a 100 °C
por 30 min, sendo posteriormente misturadas. A letalidade foi
demonstrada em placa (Lin et al. 2007). E importante notar que as
células ndo viaveis rettm seu potencial para fornecer efeitos
benéficos ao hospedeiro a nivel intestinal in vivo, facilitando assim
o desenvolvimento de formulagfes mais seguras com melhores
propriedades. No entanto, a forma de inativacao, seu efeito sobre
0s componentes estruturais celulares e seu efeito sobre a atividade
bioldgica variardo de acordo com o método utilizado (Deshpande
et al. 2018).

Em contraste com os pds-bidticos, os probidticos sdo
microrganismos vivos que, quando ingeridos em quantidades
suficientes, conferem beneficios a saude do hospedeiro. Os
probidticos devem fornecer um numero efetivo de células viaveis
ao longo da vida util do produto. Na pratica, os produtos
probidticos podem ter um grande nimero de células ndo viaveis,
pois algumas células podem perder sua viabilidade durante as
técnicas de producdo de biomassa, etapas de fabricagcdo ou
preservacdo e armazenamento do produto antes da compra. Os
produtos geralmente contém 0,5 a 1,0 UFC, além das contagens de
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células viaveis esperadas para compensar possiveis perdas
durante o armazenamento € manuseio do produto (Thirumalai et
al. 2024).

Probidticos e poés-bidticos tém algumas caracteristicas em
comum, como a necessidade de estudos de eficacia para
demonstrar seus beneficios, e outras que os distinguem (os
primeiros sdo administrados vivos, enquanto os dUltimos sdo
administrados em sua forma inanimada), mas vale ressaltar que
nenhum probiético se torna um p6s-bhidtico apenas porque perde a
viabilidade celular durante o armazenamento.

MECANISMO DE ACAO

Devido a alta diversidade de substancias classificadas como
p6s-bidticos e a estrutura limitada deste estudo, esta se¢cdo resume
apenas 0s mecanismos de agao mais importantes dos p 6s-biéticos.
E importante notar que atualmente ndo ha dados suficientes para
entender completamente o papel complexo da epigenética.

De acordo com Zotkiewicz et al. (2020), os pds-bidticos podem
ter efeitos pleiotrépicos no corpo humano ao estimular a
diferenciacdo de linfocitos T reguladores e a sintese de citocinas
anti-inflamatérias. O pds-bidtico corrige o desequilibrio entre os
dois bragos principais do sistema imunoldgico, representados pelos
linfécitos Thl e Th2. O equilibrio entre os linfécitos Thl e Th2 é
fundamental para a regulacdo do sistema imunolégico e os
disturbios levam a varias doencas imunoldgicas, incluindo doencas
atdpicas.

EFEITO IMUNOMODULADOR

O papel imunomodulador do microbioma intestinal tem sido
proposto ha muito tempo. Por exemplo, o butirato, induz a
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diferenciacdo de células T reguladoras (Tregs) no intestino. O
propionato, aumenta a formacédo periférica de Treg. Varios pos-
biéticos (sobrenadante, detritos da parede celular) isolados de
culturas de Bacillus coagulans também induzem a producdo de
citocinas anti-inflamatdérias e promovem respostas imunes
dependentesde Th2 do T helper (Hoffman et al.,, 2023).

O propionato pode induzir seletivamente a apoptose em células
de cancer gastrico (Cousin et al. 2012). Curiosamente, os AGCC
também podem regular a expressdo de oncogenes e repressores
por meio de modificacbes epigenéticas: o sobrenadante de
Lactobacillus rhamnosus GG aumenta a expressiao de ZO-1
(responsavel pela permeabilidade intercelular) e diminui a
expressao de MMP-9 ao penetrar nas células cancerosas
(Zokkiewicz et al. 2020)

EFEITO TUMORAL

Como a inflamacdo estd ligada a carcinogénese, qualquer
substancia que iniba a inflamacdo também pode ter potencial
anticancer. De fato, o propionato produzido por Propionibacterium
freudenreichii demonstrou induzir seletivamente a apoptose em
células de cancer gastrico (Cousin et al. 2012).

Os AGCCs também afetam a regulacdo de oncogenes e genes
supressores por meio de modificagbes epigenéticas. O
sobrenadante de Lactobacillus rhamnosus GG aumentou a
expressao de ZO-1 (responsavel pela estrutura correta das juncdes
estreitas entre as células e adesdo celular) e reduziu a expressao
de MMP-9 (ajuda a degradar a matriz intercelular, promovendo
assim a infiltracdo do cancer). A exposicdo ao sobrenadante de
Lactobacillus rhamnosus GG ajudou a reduzir a invasdo de células
tumorais colorretais em um modelo in vitro (Escamilla et al. 2012).
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AUTOFAGIA

Autofagia € um processo de autodegradacdo que limpa as
células e seus componentes teciduais. E uma resposta eficaz a
varios estimulos estressantes, como a dieta. O peptidoglicano
bacteriano promove a autofagia por meio do receptor NOD! (Irving
et al, 2014)

Em mais detalhes, os pds-bidticos de Lactobacillus fermentum
desencadeiam a autofagia em hepatdcitos HepG2, resultando em
protecdo contra hepatotoxicidade induzida. Além disso, a urolitina A
inbbe a mitofagia, a autofagia das mitocondrias, e pode
potencialmente prevenir ou retardar o envelhecimento muscular
(Dinic et al., 2017).

A ocitocina, um importante neuropeptideo ginecolégico que
também estimula e acelera a cicatrizacdo de feridas, ¢é
frequentemente ignorada por ndo especialistas. LB obtido pela
sonicacdo de Lactobacillus reuteri aumentou significativamente o
niumero de células produtoras de ocitocina. no nucleo
periventricular do hipotalamo, aumentando  assim as
concentragdes hormonais no sangue em modelos animais. A
administracdo pos-bidtica subsequente a probidticos em modelos
animais e humanos confirmou esses resultad os, com um bom perfil
de seguranca (Varian et al. 2017).

APLICACOES ATUAIS E FUTURAS

A vantagem inquestiondvel dos p6s-bidticos é que eles evitam o
problema de adquirir genes de resisténcia a antibidticos e fatores
de viruléncia, que podem ocorrer in vivo quando os probidticos sdo
usados. Os po6s-bidticos eliminam a necessidade de exposicdo a
microrganismos Vvivos, 0 que é particularmente importante em
criangas com sistemas imunolégicos imaturos e barreira intestinal

permeavel (Mishra et al. 2024).
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O bom perfil de seguranca dos pdOs-bidticos os torna um
candidato razoavel para um alimento funcional. Ao discutir a
aplicacdo clinica dos po6s-bidticos, ndo se pode ignorar a
galactosil-lactose (3'-GL), que é formada pela fermentacdo de
oligossacarideos do leite humano e, portanto, pode ser classificada
como epibidtica. Além de sua atividade imunomoduladora, a 3'-GL
tem propriedades naturais e melhora a integridade da barreira
intestinal. Como as bactérias e seus fragmentos e metabdlitos sdo
passados para o bebé a partir do leite materno, essa mistura
complexa claramente ndo pode ser substituida por uma uUnica
substancia (Kavita et al. 2024).

Alimentos funcionais podem ser enriquecidos com pds-biotina
para aumentar a atividade imunolégica do hospedeiro. Por
exemplo, a fracdo livre de células do leite fermentado preveniu a
infecgcdo por Salmonella em um modelo de camundongo. Nos
dltimos anos, os efeitos imunomoduladores dos pds-bidticos foram
relatados. Em detalhes, os AGCCs, e mais especificamente o
propionato, sdo capazes de modular Tregs (Arpaia et al. 2013).

Os po6s-bidticos sdo considerados uma opcgao terapéutica
vidvel para doencas alérgicas porque restauram o equilibrio das
respostas imunes mediadas por Thl/Th2 e ajudam o sistema
imunolégico a amadurecer. Os estudos disponiveis apoiam o uso
de po6s-bidticos para prevenir ataques de asma/sifilis em criancas
(de Boer et al. 2021).

Entre os metabdlitos da fermentacdo de carboidratos pela
microbiota intestinal estd o AGCC butirato, que influencia
positivamente na saude intestinal e cardiovascular por meio de
seus efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes (Hodgkinson et al.
2023). Seu papel exato na regulagcdo da disfungcdo das células
endoteliais e imunes é complexo, o que ainda € uma area aberta
para pesquisa. Os poés-bidticos podem ter efeitos benéficos nas
alergias alimentares. Um estudo clinico com 226 criangcas mostrou
gue a presenca de uma microbiota bacteriana rica em butirato
estava associada a resolugdo precoce da alergia ao leite
(Bunyavanich et al. 2016).

Alguns pos-bidticos podem exercer efeitos antibacterianos
diretos servindo de barreira intestinal, ligando-se
competitivamente aos receptores requeridos por certas bactérias
patogénicas, alterando a expressio do gene hospedeiro ou
modulando o ambiente local (Khodaii et al, 2017). Ensaios clinicos
randomizados em um grupo de criangcas de 12 a 48 meses
mostraram que a ingestdo diaria de produtos contendo
Lactobacillus paracasei, mostrou que o pds-bioético reduziu diarreia,
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gastroenterite aguda, faringite, laringite e traqueite (Malagoén-rojas
et al. 2020).

Um estudo realizado para avaliar a capacidade das células
musculares lisas do célon humano de se protegerem de danos
miogénicos induzidos por lipopolissacarideos (LPS), usando
sobrenadantes coletados de culturas de Lactobacillus rhamnosus
GG (cepa ATCC53103), mostra que os sobrenadantes tiveram efeito
na restauracdo parcial do encurtamento celular induzido por LPS,
mas ndo tiveram efeito na inibicdo da contracédo induzida por eles
(Cicenia et al. 2016).

A modulagdo da microbiota intestinal com probidticos parece
afetar as reacfes inflamatéria da COVID-19 e neutralizar
diretamente a replicagcdo do SARS-CoV-2 (Spagnolello et al. 2021).
Nos estudos in vitro e in silico de Rather et al. (2021), um extrato de
Lactobacillus plantarum Probio-88 (P88-CFS) foi capaz de inibir
significativamente a replicagcdo do SARS-CoV-2. Além disso, células
tratadas com P88-CFS apresentaram reducgdo significativa nas
citocinas inflamatérias. Com base em dados de acoplamento
molecular computacional, foi revelado que a atividade antiviral
desta cepa é derivada da fitoncina E (PInE) e F (PInF), que podem se
ligar a helicase do SARS-CoV-2. Assim, esses p0Os-hidticos podem
atuar como '"bloqueadores" durante a replicacdo do RNA viral
(Rather et al. 2021).
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CONCLUSAO

Os resultados sugerem que o uso de poés-bidticos € uma
estratégia terapéutica e preventiva. De acordo com dados atuais,
esses elementos tém efeitos pleiotrépicos, incluindo propriedades
imunomoduladoras, anti-inflamatodrias, antioxidantes e anticancer.
Algumas dessas propriedades sdo até mesmo usadas
clinicamente. Comparados aos probiéticos, os pds-bidticos tém
maior estabilidade de armazenamento e maior prazo de validade.
O desenvolvimento preciso no campo dos pds-bidticos requer
fortes recursos industriais para atuar na salde humana.
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INTRODUCAO

A luz ultravioleta C (UV-C), com uma faixa de comprimento de
onda de 200280 nm, é reconhecida como uma tecnologia nédo
térmica eficaz para melhorar a seguranca de alimentos e
prolongar a vida util de varios produtos alimenticios, inativando
microrganismos genéticos e deteriorantes (Delorme et al, 2020; Li
et al,, 2020; Pandiselvam et al,, 2022).

Estudos demonstraram que a luz UV-C pode efetivamente ina-
tivar microrganismos em varias superficies de alimentos e em
liguidos, levando a uma redugao na carga microbiana e a uma
extensao da vida util. A aplicacdo de luz UV-C demonstrou ser
benéfica na preservacdo da qualidade e seguranca de produtos
lacteos, frutas, vegetais e frutos do mar sem alterar
significativamente seus atributos sensoriais, fisico-quimicos e
nutricionais quando condi¢cdes ideais sdo aplicadas (Delorme et al,,
2020; Li et al,, 2020).

Embora o tratamento UV-C geralmente mantenha a qualidade
dos produtos alimentares, pode induzir alteragdes reolégicas e
texturais em alguns casos, particularmente na superficie das
amostras tratadas devido a baixa profundidade de penetracdo da
luz UV-C (Pandiselvam et al., 2022). Além disso, os parametros de
tratamento, como a dose de UV e o tempo de exposi¢cdo, sdo
criticos para alcancar os efeitos antimicrobianos desejados sem
comprometer a qualidade dos alimentos (Delorme et al, 2020;
Idzwana et al, 2020; Lamikanra et al., 2006). Por exemplo, morangos
tratados com doses mais elevadas de UV-C exibiram maior firmeza
e retencdo de nutrientes (Idzwana et al., 2020), enquanto a agua de
coco tratada com UV-C apresentou vida util prolongada com
ligeiras alteragbes na cor e turbidez (Chantakun et al, 2022).
Curiosamente, alguns estudos relataram nao apenas a inativacédo
microbiana, mas também um aumento de certos compostos
benéficos, como os antioxidantes, que podem aumentar o valor
nutricional dos produtos alimentares tratados (Li et al., 2020; Lv et
al., 2023; Prajapati et al., 2021).

A radiacdo UV-C surge como um método promissor para au-
mentar a vida util e para melhorar a seguranca de alimentos de
uma gama de produtos alimentares, reduzindo as cargas
microbianas deteriorantes e patogénicas. A eficdcia do tratamento
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UV-C na preservacdo da qualidade dos alimentos e ao mesmo
tempo no prolongamento da vida util estd bem documentada em
varias categorias de alimentos, incluindo laticinios, carnes, frutas,
vegetais e frutos do mar, com impacto minimo em suas
propriedades sensoriais e nutricionais quando aplicado sob
condi¢gbes controladas (Artés Hernandez et al, 2008; Lamikanra et
al., 2022; Lopez-Malo; Palou, 2004; Pandiselvam et al., 2022).

Diante desse contexto, destaca-se a importancia e relevancia
desta pesquisa de revisdo integrativa sobre a aplicagcdo do
tratamento UV-C em alimentos. Assim, este trabalho de revisdo
tem como objetivo resumir, a partir de artigos -cientificos
publicados nos ultimos 4 anos, a aplicacdo do tratamento UV-C
em alimentos, contextualizando sua eficiéncia na inativacdo de
microrganismos em diferentes alimentos.

MATERIAL E METODOS

IDENTIFICACAO DOS ARTIGOS

Esta revisdo integrativa tem como objetivo compilar e sintetizar
evidéncias sobre a aplicacdo da Radiagao Ultravioleta tipo C (UV-
C) na inativacado de microrganismos em alimentos. A metodologia
seguiu um protocolo para assegurar a inclusdo de estudos
relevantes e de qualidade, envolvendo cinco etapas principais:
definicdo da questdo de pesquisa, critérios de inclusao e excluséo,
estratégia de busca, selegcdo dos estudos, e analise e sintese dos
dados.

A questdo de pesquisa foi formulada para responder a seguinte
pergunta: “Quais sdo as evidéncias disponiveis sobre a eficacia da
Radiacdo Ultravioleta tipo C na inativagdo de microrganismos em
diferentes tipos de alimentos?” Os critérios de inclusdo foram
estabelecidos para garantir a relevancia e a qualidade dos estudos
selecionados, sendo eles: estudos experimentais sobre o uso de
UV-C na inativacdo de microrganismos em alimentos, publicados
nos dltimos quatro anos, em inglés, e com texto completo
disponivel. Os critérios de exclusdo incluiram estudos que nédo
abordassem diretamente a inativacdo de microrganismos por UV-
C em alimentos, publicagcdes como cartas ao editor, opinides ou
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resumos de conferéncias sem dados completos, e estudos
duplicados ou redundantes.

A estratégia de busca foi conduzida na base de dados
ScienceDirect. Foram utilizad os 0os seguintes termos e combinacdes
de palavras-chave: Ultraviolet light C, Bacteria, Food safety,
Inactivation e Shelf life. A selegcdo dos estudos ocorreu em duas
etapas. Na triagem inicial, os titulos e resumos dos artigos
encontrados foram revisados pelos autores, excluindo aqueles que
claramente ndo atendiam aos critérios de inclusdo. Na analise
detalhada, os artigos selecionados foram avaliados na integra
(Figura 1). A andlise e sintese dos dados foram organizadas e
analisadas qualitativamente, permitindo uma compreensao
abrangente dos resultados e a identificacdo de padrdes e lacunas
na literatura existente.

Figural. Fluxograma da revisdo integrativa do trabalho.

Fontes de pesquisa
Total de estudos (n =77)

Leitura do resumo, titulo e

palavras-chave

Estudos pré-selecionados (n =9)

Estudos selecionados (n =9)

Leitura na integra .i I d “ i uid I |.| l

Estudos incluidos (n =7) m

Fonte: elaborada pelo autor (2024).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os sete artigos selecionados para a revisdo integrativa foram
lidos na integra e suas principais informacdes analisadas. A busca
eletrénica inicial resultou em 77 artigos baseados nas palavras-
chave. Apds uma selegdo manual, com leitura dos titulos, foram
descartados aqueles que ndo atendiam aos critérios de incluséo,
culminando em sete artigos para analise.

Os estudos investigaram a aplicagcdo do UV-C em diferentes ti-
pos de alimentos, incluindo leite, sucos, frutas, vegetais, especiarias
e leite em po. A variedade de microrganismos estudados abrange
bactérias patogénicas (como Escherichia coli, Salmonella enterica
e Listeria monocytogenes), bactérias deteriorantes, fungos,
leveduras e esporos fungicos. As dosagens de radiagdo UV-C, os
tempos de exposicdo e o design dos reatores empregados
variaram entre os estudos. Além disso, os métodos de avaliacdo da
eficAcia do tratamento diferiram, englobando anélise
microbiolégica, avaliacdo da qualidade sensorial e analise de
compostos bioativos.

No estudo de Dasalkar et al. (2024), o leite foi processado
através de um sistema de reator continuo com uma taxa de fluxo
de 168 mL/min e dosagens de UV variando entre 0, 15, 31 e 46
J/cmz2. Esses parametros foram cruciais para determinar a eficacia
do tratamento na inativagcdo dos microrganismos presentes.
Amostras de leite de vaca inoculadas com E. coli, S. enterica e L.
monocytogenes apresentaram concentragdes iniciais de 6,88, 6,96
e 7,45 log10 UFC/mL, respectivamente. Apo6s o tratamento com UV-
C, observou-se uma reducgao significativa na contagem de E. coli.
Os autores associaram esses resultados aos achados de Koutchma
et al. (2004), que indicaram que o leite possui uma transmissdo de
luz UV-C muito baixa, absorvendo significativamente devido a
presenca de compostos solUveis e suspensos, solutos organicos e
outros materiais. Isso representa um desafio para a eficacia do
tratamento UV-C, exigindo ajustes na dosagem e no design do
reator para maximizar a inativacédo microbiana.

Hassan et al. (2020) observaram reducdes significativas em
microrganismos deteriorantes (bactérias aerdbicas totais e fungos
e leveduras) e patdégenos inoculados artificialmente (E. coli e
Salmonella spp.) em especiarias secas moidas (pimenta, funcho e
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coentro) tratadas com doses de 35, 7,0 e 104 kdJ/m2 de radiacédo
UVv-C.

O estudo de Wai et al. (2024) concentrou-se na inativacdo
microbiana do suco de manga por meio de tratamento UV. O suco
tratado com UV mostrou uma reducédo significativa na contagem
microbiana, com uma diminuicdo de 519 log a 120 J/cmz
Parametros de qualidade como turbidez, compostos bioativos e
atividade antioxidante alteraram-se com o aumento da exposicdo
UV. As amostras tratadas com UV demonstraram maior vida util e
melhores atributos de qualidade em comparacdo as amostras
pasteurizadas e controle. Os autores relataram ainda que o
tratamento UV combinado com outros métodos é recomendado
para aumentar a inativagdo microbiana e prolongar a vida util.

Na pesquisa de Yu et al. (2024), a esterilizacdo por UV-C no leite
de cabra em poé resultou em uma reducgdo significativa na
contagem total de bactérias e coliformes. Os resultados mostraram
gue o leite em p6 de cabra nao esterilizado tinha uma contagem
de bactérias de 1,62 x 105 UFC/g e uma contagem de coliformes de
35 UFC/g, enquanto o leite em p6 de cabra esterilizado por UV-C
atendeu aos padrdes chineses para leite em p6, com contagens
bacterianas totais <2 x 104 UFC/g e contagens de coliformes <10
UFC/g. Esses resultados destacam a capacidade da radiagdo UV-C
como um método bactericida eficaz para garantir a seguranca e a
gualidade do leite de cabra em pé.

O trabalho de Rajalingam, Choi e Van Haute (2024) relatou que
a populacdo de L. monocytogenes foi significativamente inativada
(<165 logl0 UFC/cm?) em cenouras tratadas com UV-C, tanto
descascadas quanto ndo descascadas. No entanto, cenouras nado
descascadas e sem tratamento UV-C ndo mostraram inativacdo
significativa do patégeno. O estudo revelou que o tratamento com
UV-C em cenouras resultou em uma reducgdo significativa da
populacdo de L. monocytogenes para niveis abaixo do limite de
deteccéo, e a eficacia antimicrobiana foi mantida por pelo menos
72 horas ap6s o tratamento. A eficacia bactericida do UV-C variou
entre diferentes cepas de L. monocytogenes, mas todas foram
afetadas pelos efeitos letais do tratamento com UV-C.

Kozono et al. (2023) exploraram o uso da radiacdo UV em sucos,
focando na inativacdo de E. coli 0I57 e Alicyclobacillus
acidoterrestris. Os resultados indicam que a UV-C é eficaz na
reducdo de patdégenos, mas a presenca da microbiota nativa pode
influenciar a eficiéncia do processo. Além disso, o artigo ressalta
gue a UV-C pode alterar parametros nutricionais e sensoriais do
produto, sendo importante monitorar esses efeitos para garantir a
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qualidade do alimento processado. Ainativagdo de E. colicom UV-
C resultou em redugdes de 4,1-5 ciclos logaritmicos na bebida
isotbnica de frutas mistas e 45-5,6 ciclos logaritmicos na bebida
isotbnica de laranja. Em comparacdo, a inativacdo de A.
acidoterrestris foi menor, com reducdes de 37-4,0 ciclos
logaritmicos. A inativacdo de E. coli foi mais eficaz do que a de
esporos de A. acidoterrestris, que mostraram maior resisténcia ao
tratamento com UV-C, provavelmente devido a sua estrutura
robusta e capacidade de sobrevivéncia em condi¢des adversas. O
UV-C foi considerado adequado, atingindo niveis de reducdo
necessarios e mantendo os niveis de hidroxmetilfurfural (HMF)
abaixo do limite permitido, mostrando eficacia na inativagcdo dos
esporos de A. acidoterrestris.

No contexto dos esporos flingicos, Menezes et al. (2020) utiliza-
ram tratamentos com luz UV-C com diferentes irradiancias para
avaliar ascosporos de Aspergillus fischeri e Paecilomyces niveus
em suco de macga clarificado. Os resultados mostraram que o
tratamento com luz UV-C levou a maior redugdo microbiana em
comparacdo ao tratamento térmico a 85 °C e 90 °C. O modelo
bifasico de primeira ordem foi capaz de descrever e prever a
inativacdo desses esporos pela luz UV-C de forma eficaz. As
irradiancias mais eficazes para inativar os ascésporos de A. fischeri
e P. niveus foram 36 W/m?, resultando em uma reducdo de 57 logs
para A fischeri e 42 logs para P. niveus apds 10 minutos de
exposicdo. Em contraste, a menor irradiancia testada, de 6,5 W/m2,
ndo alcancou essas reducgdes apds 30 minutos de exposi¢cdo. O
estudo concluiu que o tratamento UV-C nas irradiancias testadas é
uma aplicagcdo promissora para prevenir a deterioragcdo de A.
fischeri e P. niveus em sucos.

Todos os estudos confirmam a eficiéncia da UV-C na inativacdo
de patdégenos, deteriorantes e esporos bacterianos e de fungos.
Contudo, também apontam a necessidade de otimizar as
condigcbes de tratamento para liquidos opacos devido a baixa
penetracdo da radiagdo. A baixa penetracdo em liqguidos opacos é
uma preocupagado comum, que pode ser abordada com o uso de
reatores especializados que aumentam a exposi¢cdo a UV e pela
consideragcdo dos parametros fisicos dos alimentos, como a
turbidez. Kozono et al. (2023) e Dasalkar et al. (2024) enfatizaram a
importancia de monitorar alteragdes nutricionais e sensoriais nos
alimentos tratados, sugerindo que o tratamento UV deve ser
cuidadosamente controlado para preservar a qualidade do
produto.

94



CONCLUSAO

A aplicacdo da radiacdo UV-C na inativacdo de microrganismos
em alimentos surge como uma tecnologia promissora e vantajosa
para a industria alimenticia. Sua eficAcia contra patégenos,
deteriorantes e esporos, aliada a capacidade de estender a vida
util e preservar as caracteristicas sensoriais e nutricionais dos
alimentos, a torna uma alternativa atraente aos métodos térmicos
tradicionais. No entanto, desafios técnicos relacionados a
penetracdo em liquidos opacos e a manutencgdo da qualidade do
produto exigem atencdo. O desenvolvimento de sistemas de
tratamento otimizados e a monitoragao rigorosa dos efeitos da
radiacdo UV-C sdo cruciais para garantir a viabilidade e a
seguranca dessa tecnologia na industria alimenticia. Assim,
pesquisas continuas sd0 necessarias para aprimorar as técnicas
de aplicacdo da radiacdo UV-C, expandindo seu potencial para
garantir a seguranga microbioldgica e a qualidade dos alimentos.
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INTRODUCAO

Os produtos lacteos sédo definidos como alimentos derivados do
leite e incluem uma ampla variedade de itens como queijo,
manteiga, iogurte, bebida lActea entre outros. Esses alimentos sdo
ricos nutricionalmente, tendo em sua composi¢cdo proteinas e
minerais, como o calcio, essencial no desenvolvimento dsseo.
Porém sdo produtos com alta perecibilidade, havendo a
necessidade da adicdo de conservantes para prolongar a vida de
prateleira, aditivo “mal visto” por consumidores. Sendo uma
alternativa a esses aditivos, os bioprotetores.

Os bioprotetores sdo microrganismos, principalmente bactérias
acido laticas (BAL), que séo utilizados na indUstria alimenticia para
aumentar a seguranca microbioldgica e a vida util dos alimentos .
Esses microrganismos atuam através de diferentes mecanismos,
incluindo a producdo de compostos antimicrobianos como
bacteriocinas, a competicdo por nutrientes e a modificacdao do pH
do ambiente, inibindo o crescimento de patdgenos e
microrganismos deteriorantes (Danielski, 2018; Engstrom et al., 2021).

Os bioprotetores sédo utilizados em alimentos visando a melhora
da seguranca e a durabilidade dos produtos. Sua aplicagcdo € ampla
na inddstria, segundo Papadimitriou et al, 2018, a aplicacdo de
Lactobacillus rhamnosus em queijos demonstrou eficacia na
inibicdo de listeria monocytogenes. Bacteriocinas produzidas por
bactérias 4cido-laticas, como nisina, tem demonstrado eficiéncia na
preservacao de leite, iogurtes e queijos, devido as suas propriedades
antimicrobianas (Silva et al., 2018) . Wu et al. (2020) destacam que a
incorporacdo de culturas protetoras em frutas e vegetais
minimamente processados também ajuda a manter a qualidade
sensorial e microbioldgica, prolongando a vida util desses produtos .
Sao estes alguns exemplos de aplicagdo dos bioprotetores.

A presente pesquisa tem como objetivo explorar o uso de
bioprotetores em produtos lacteos, focando em sua definicédo,
importdncia comercial e nutricional, mecanismos de atuacdo e
beneficios comerciais. Estudos anteriores indicam que a aplicacdo
de BAL, como Lactobacillus e Carnobacterium, pode oferecer uma
abordagem eficaz e natural para a conservacdo de alimentos,
promovendo tanto a salde dos consumidores quanto a
sustentabilidade da ind Ustria alimenticia (Danielski, 2018).
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MATERIAIS E METODOS

ESTRATEGIA DE BUSCA

A revisdo sistematica seguiu as diretrizes metodoldgicas
estabelecidas pelo PRISMA (Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyses). Foram utilizadas bases de
dados como Google Académico, Pubmed e Scielo, para realizar
uma busca abrangente de estudos relevantes. A busca foi
conduzida com a selegdo de termos-chave especificos como
"bioprotetores”, “culturas bioprotetoras”, “cultivo bioprotector” e
“bioprotective culture”. Além disso, utilizou-se operadores
booleanos "AND" e "OR" para combinar termos e ampliar a busca.

CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Os critérios de inclusdéo compreenderam estudos publicados
entre 2019 e 2023, nos idiomas inglés e portugués. Foram
selecionados artigos que apresentavam dados sobre a eficacia de
bioprotetores em produtos lacteos. Exclui-se artigos repetidos,
capitulos de livros, cartas ao editor, resumos de conferéncia,
resenhas e estudos que ndo abordavam diretamente a utilizacédo
de bioprotetores em produtos lacteos.

SELECAO DE ARTIGOS

Inicialmente, foi conduzida uma analise criteriosa dos titulos e
resumos dos estudos obtidos, com o objetivo de remover
duplicacdes. Os artigos selecionados passaram por uma leitura
completa, excluindo aqueles que ndo atendiam aos objetivos da
pesquisa. As informacdes relevantes foram organizadas em uma
tabela contendo dados como referéncia, tipo de bioprotetor,
técnica de aplicacéo, eficacia do bioprotetor, modelo experimental
(células, animal, humano) e os principais achados.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 1860 resultados foram encontrados. Apds, foram
retiradas as dissertacdes, teses, resumos e posteres. Apds revisao
dos textos completos, dez estudos foram selecionados para esta
reviso sistematica.

Quadro 0Ol. Descrigcao dos estudos selecionados para a construcao
da revisao sistemaética

Produto Elaborado

Cultura Bioprotetora

Referéncia

Coalhada com leite
de bufala

Leuconostoc mesenteroides
Lactococcus lactis

Motta; Quadros;
Lermen, 2023

Queijo

Lactococcus lactis subsp. lactis
L. lactis subsp. lactis bv. diacetylactis
(Lactobacillus plantarum)

Engstrom; Anderson;
Glass, 2021

Leite Cru

Lactococcus lactis subsp. lactis
Pediococcus acidilactici
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus plantarum
Carnobacterium
Enterococcus faecium
Hafnia alvei
Enterococcus faecium

Sun et al., 2019

logurte

L. delbrueckii subsp. bulgaricus
L. plantarum

Evstatieva; Nikolova,

Queijo

Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactobacillus plantarum

Aljasir; D'Amico, 2021.

Queijo de ovelha

Fresh-Q

Skulska; Tsisaryk, 2019.

Queijo Fresco

Lactobacillus spp.
L. rhamnosus

Makki et al., 2020

Queijo Pecorino
Sardo Dolce

Lactobacillus delbrueckii subsp. sunkii

Meloni et al., 2023
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Lactobacillus plantarum
G Lactobacillus helveticus
.%iggg tl':\f’:s' Lactobacillus reuteri
Domiati Lactobacillus rhamnosus Al-Gamal et al., 2019
e Eeta Streptococcus thermophilus
) Enterococcus faecium
Lactococcus lactis subsp.
logurte Produto comercial: Fresh-Q Nielsen et al., 2021

Fonte: Autores (2024)

EFEITO DE CULTURAS PROTETORAS COMERCIAIS E
BACTERIANAS EM QUEIJOS DE ALTA UMIDADE

O estudo teve como objetivo investigar a eficacia de culturas
protetoras comerciais e fermentados bacterianos na inibicdo de
Listeria monocytogenes em queijos com alto teor de umidade.
Durante o experimento, as culturas utilizadas, incluindo CSV-1,
demonstraram capacidade significativa de reducdo dos
patdgenos, com destaque para CSV-l, que apresentou a maior
diminuicdo das contagens de L. monocytogenes. Os resultados
evidenciaram que o uso dessas culturas ndo apenas inibiu
eficazmente os micro-organismos indesejaveis, como também
manteve a qualidade sensorial do produto. Concluiu-se que a
aplicacdo de culturas protetoras e fermentados bacterianos € uma
estratégia eficiente para aumentar a seguranga microbioldgica de
queijos de alta umidade, proporcionando um método viavel para
melhorar a conservacéo desses prod utos.

BIOPROTETOR DE COALHADA

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial de Leuconostoc
mesenteroides e Lactococcus lactis na inibicAo de Listeria
monocytogenes em coalhada produzida com leite de bufala. A
pesquisa demonstrou que ambas as culturas possuiam uma alta
capacidade de inibir L. monocytogenes, reduzindo
sig nificativamente a carga microbiana ao longo do tempo, de 2,67
x 10"7 para 1,35 x 104 UFC/g em 240 horas. Além de melhorar a
seguranca microbiolégica, as culturas mantiveram a qualidade
sensorial da coalhada. A conclusdo do estudo foi que essas
culturas sdo altamente eficazes para a biopreservagcdo de
produtos lacteos, especialmente coalhada, oferecendo uma
solugdo natural para prolongar a vida Util e garantir a seguranca
dos alimentos.
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EFICACIA DE CULTURAS PROTETORAS EM QUEIJOS

Este estudo investigou a eficacia de diferentes culturas protetoras
comerciais na inibicdo de patégenos em queijos elaborados com
leite cru. As culturas testadas, incluindo Lactococcus lactis e
Lactobacillus plantarum, mostraram-se eficazes na reducédo de
patégenos como Listeria monocytogenes. Os resultados indicaram
gue essas culturas ndo apenas diminuem a presenca de micro-
organismos patogénicos, mas também podem melhorar aspectos
sensoriais dos queijos. Concluiu-se que o uso de culturas protetoras
€ uma pratica promissora para aumentar a seguranga de queijosde
leite cru, fornecendo uma barreira adicional contra contaminacdes e
contribuindo para a qualidade geral dos produtos lacteos.

POTENCIAL PROBIOTICO DE CULTURAS PROTETORAS
COMERCIAS ASSOCIADAS A LATICINIOS

O estudo avaliou o potencial probidtico de culturas protetoras
comerciais em produtos lacteos de leite de vaca e bufala. As
culturas foram testadas para sobrevivencia em condicdes
gastrointestinais simuladas e sua eficacia contra Listeria
monocytogenes em experimentos in vitro e in vivo. Os resultados
mostraram que as culturas possuiam alta capacidade de
sobrevivéncia e eram eficazes na inibicdo de L. monocytogenes. A
conclusao foi de que essas culturas tém um potencial significativo
como probidticos, contribuindo para a seguranca dos alimentos e
promovendo beneficios a saude do consumidor, o que destaca a
importancia de sua aplicagcdo em produtos lacteos.

QUEIJO FRESCO COM DIFERENTES CULTURAS PROTETORAS

O objetivo deste trabalho foi investigar o impacto de diferentes
culturas protetoras sobre o desenvolvimento microbiano e as
caracteristicas sensoriais do queijo fresco. As culturas testadas
demonstraram uma capacidade significativa de inibir microrganismos
indesejaveis, resultando em melhorias na seguranga do produto. Além
disso, os queijos produzidos com essas culturas apresentaram
melhores caracteristicas sensoriais, como sabor e textura, em
comparagéo aos controles. A concluséo foi que a aplicacdo de culturas
protetoras em queijo fresco € uma estratégia eficaz para melhorar
tanto a seguranca microbiolégica quanto a qualidade sensorial,
tornando esses produtos mais seguros e agradaveis ao consumidor.
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IOGURTE FERMENTADO COM CULTURAS BIOPROTETORAS

O estudo visou avaliar o uso de culturas bioprotetoras em
iogurte fermentado para inibir patégenos e prolongar sua vida Uutil.
As culturas, incluindo Lactobacillus rhamnosus, mostraram eficacia
significativa na reducédo de Listeria monocytogenes, mantendo as
caracteristicas sensoriais do iogurte. Os resultados indicaram que
essas culturas sdo eficazes para aumentar a segurancga
microbiolégica do iogurte, além de preservar seu sabor e textura. A
conclusao geral foi que o uso de culturas bioprotetoras é uma
abordagem promissora para a producdo de iogurtes mais seguros
e de alta qualidade, oferecendo uma alternativa natural para a

conservacao de produtos lacteos.
IOGURTE BIOPROTETOR

Este trabalho teve como objetivo analisar o efeito de culturas
bioprotetoras na inibicdo de Listeria monocytogenes e outros
patdgenos em iogurte. As culturas, incluindo Lactobacillus
plantarum e Lactococcus lactis, foram eficazes na reducdo dos
niveis de patdgenos e na manutencdo da qualidade sensorial
durante o armazenamento. A conclusdo foi de que as culturas
bioprotetoras ndo apenas melhoram a seguranca dos iogurtes,
mas também mantém as qualidades organolépticas do produto.
Essa abordagem representa uma solucdo eficaz e natural para a
conservacdo de iogurtes, garantindo produtos mais seguros para
os consumidores.

QUEIJO DE OVELHA (BRYNZA)

O estudo focou na melhoria da tecnologia de producdo de
gueijo Brynza de leite de ovelha com o uso de -culturas
bioprotetoras para aprimorar a seguranca e a qualidade do
produto. As culturas, incluindo Lactobacillus rhamnosus,
demonstraram ser eficazes na reducdo de fungos e leveduras,
prolongando a vida utili do queijo e melhorando suas
caracteristicas organolépticas. Concluiu-se que o uso de culturas
bioprotetoras € uma pratica eficaz para aumentar a segurancga
microbiolégica e a qualidade sensorial do gueijo Brynza,
destacando-se como uma abordagem promissora para produtos
lacteos de leite de ovelha.
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EFEITO DE CULTURAS PROTETORAS COMERCIAIS E
BACTERIANAS EM PRODUTOS LACTEOS

Este estudo investigou o efeito de diferentes culturas protetoras
em diversos produtos lacteos para controlar a contaminacao
microbiolégica. As culturas, como Lactobacillus plantarum e
Lactococcus lactis, mostraram variacdes na eficAcia de acordo
com o tipo de produto e o patdgeno alvo, mas foram geralmente
eficazes na inibicdo de microrganismos indesejaveis. A conclusdo
foi que as culturas protetoras sdo uma ferramenta valiosa para
melhorar a seguranca microbiolégica de uma ampla gama de
produtos lacteos, oferecendo beneficios tanto para a conservacao
guanto para a qualidade dos alimentos.

AVALIACAO DA EFICACIA DE CULTURAS PROTETORAS EM
QUEIJO

O trabalho teve como propdsito avaliar a eficAcia de culturas
protetoras em queijo fresco para inibir patégenos e prolongar a
vida (til do produto. As culturas aplicadas demonstraram uma
significativa capacidade de inibicdo de Listeria monocytogenes,
além de melhorar as propriedades sensoriais do queijo. Concluiu-
se que o uso de culturas protetoras € uma pratica eficaz para
aumentar a seguranca alimentar e melhorar a qualidade sensorial
do queijo fresco, sendo uma estratégia importante para a

producado de queijos mais seguros e de alta qualidade.

ANALISE DOS TRABALHOS

Os artigos analisados apresentam uma visdo abrangente sobre
a aplicacdo de culturas bacterianas em produtos lacteos,
destacando tanto a funcionalidade tecnolégica quanto os
beneficios a saude. A introducdo de culturas protetoras, como
Lactococcus lactis, Lactobacillus plantarum, e Lactobacillus
rhamnosus, tem mostrado ser uma estratégia eficaz para
aumentar a seguranca alimentar e estender a vida util dos

produtos lacteos. Esses microrganismos nao apenas inibem o
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crescimento de patégenos como Listeria monocytogenes, mas
também melhoram as caracteristicas sensoriais, como sabor e
textura.

Em particular, o uso de Lactococcus lactis e Leuconostoc
mesenteroides em associagdo mostrou-se promissor, com uma
reducéo significativa na contagem de L. monocytogenes, indicando
uma potente acdo sinérgica na inibicdo de patdgenos. Essa
associacdo ndo apenas melhora a seguranca do produto final,
mas também pode contribuir para a promoc¢ao de caracteristicas
sensoriais desejaveis, como o0 desenvolvimento de aromas e
texturas especificas.

Por outro lado, a utilizagcdo de culturas como Lactobacillus
plantarum e Enterococcus faecium mostrou uma eficacia
significativa na inibicdo de uma ampla gama de patégenos Gram-
positivos, demonstrando a versatilidade e a importancia dessas
culturas na industria de laticinios. Essas culturas sdo também
reconhecidas por sua capacidade de produzir bacteriocinas,
compostos antimicrobianos naturais que contribuem para a
preservacéo dos alimentos.

Comparando o0os métodos e resultados apresentados,
observa-se uma tendéncia consistente na eficacia das culturas
protetoras na melhoria da seguranca microbiolégica e na
gualidade sensorial dos produtos lacteos. A diversidade de cepas e
suas combinacgdes permite uma aplicacdo especifica dependendo
do tipo de produto e dos desafios microbiolégicos enfrentados.
Além disso, a substituicdo parcial de conservantes quimicos por
culturas bacterianas apresenta uma solugcdo atraente para a
industria de laticinios, atendendo a crescente demanda por
produtos mais naturais e saudaveis.

ANALISE DO USO DE CULTURA BIOPROTETORA EM PRODUTOS
LACTEOS UTILIZANDO LEITE DE DIFERENTES ESPECIES

Vale salientar que os estudos analisados apresentaram leites de
diferentes espécies como matéria prima, sendo usados os leites de
vaca, budfala e ovelha, de forma conjunta ou individual, sendo
majoritariamente empregado o leite de vaca. Os mesmos
apresentam diferentes caracteristicas em relacdo a sua
composicdo e sua percepcdo sensorial, o que ressalta a
importancia da andlise da atuacdo das diferencas culturas em
relacédo as caracteristicas particulares de cada produto e dos seus
respectivos derivados.
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Figura 1. Espécies animais utilizadas para producdo de leite
empregado nos estudos sobre uso de culturas bioprotetoras.

Ovelha
10% Bufala

Vaca
80%

Fonte: Autores (2024)

No que diz respeito ao leite de vaca as culturas de Lactobacillus
plantarum e Lactococcus lactis mostraram eficacia significativa na
inibicho de patégenos como Listeria monocytogenes, um
microrganismo patdgeno associado Microrganismos associado ao
uso de leite cru para elaboracdo de queijos, apresentando
resisténcia a temperaturas de refrigeracdo e podendo causar
doencgas graves, como meningite e osteomielite (BARANCELLI, 2011;
BATISTELLA et al., 2021).

Ja na producado de queijo de leite de ovelha, Skulska e Tsisaryk
(2019) realizaram o estudo com o queijo Brynza, onde a substituicdo
parcial de cloreto de sddio por cloreto de potassio, associada a
aplicacdo de culturas com Lactobacillus rhamnosus, mostrou-se
eficaz na inibicdo de fungos e leveduras, prolongando a vida util do
produto.

Ao isolar culturas presentes em leite de bufala Motta et al,, 2023
identificou Leuconostoc mesenteroides e Lactococcus lacti, as
quais apresentaram propriedades antimicrobianas, em especifico
na inibicdo de patégenos Gram-negativos como a Salmonella, a
aplicacdo a cultura bioprotera na coalha estudada apresentou
uma reducgdo significativa de carga microbiana, evidenciando a
potencialidade das culturas isoladas como agentes para a
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protecdo de produtos lacteos, sendo possivel ainda a realizacdo de
estudos mais amplos, em outros campos da producdo de
alimentos.

109



CONCLUSAO

A partir do levantamento realizado, foi possivel identificar a
aplicacdo de culturas bacterianas em produtos lacteos como uma
estratégia com multiplos beneficios, dos quais é possivel citar a
inibicdo de patégenos, prolongamento da vida util e melhoria das
caracteristicas sensoriais dos produtos elaborados. Através das
informacgdes obtidas e posterior analise, ressalta-se a necessidade
da exploracdo progressiva da tematica, buscando a otimizacdo do
uso das culturas bioprotetoras na indUstria de produtos lacteos,
proporcionando alimentos associados a salde e qualidade.
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INTRODUCAO

De acordo com o Decreto N° 9.902, de 8 de junho de 2019, Art. 36,
cerveja é a bebida resultante da fermentacado, a partir da levedura
cervejeira, do mosto de cevada malteada ou de extrato de malte,
submetido previamente a um processo de coccao adicionado de
lipulo ou extrato de lGpulo, hip6tese em que uma parte da cevada
malteada ou do extrato de malte poderd ser substituida
parcialmente por adjunto cervejeiro. Segundo Morado (2009), até o
final do século XIX o processo de fermentagcdo ndo era
compreendido. Por isso, acreditava-se que era algo magico e até
mesmo, milagroso. Foi somente em 1827 que o botdnico Jean
Baptiste Henri Joseph Desmaziéres publicou um artigo que falava
da levedura como um ser vivo, mas sem ser atribuido a atividade
fermentativa. Depois disso o francés Charles Cagniard-Latour, em
1837, confirmou sua capacidade reprodutiva, seu aspecto globular
e sua aparente alimentacdo com base em acuUcares da cana-de-
acucar. Os estudos continuaram até que, em 1883, o cientista Emil
Christian Hansen foi capaz de isolar, cultivar uma cepa de levedura
e compreender sua acgédo (The beer times, 2006).

As leveduras cervejeiras, tradicionalmente usadas na producao
de cervejas, sao cepas de Saccharomyces cerevisiae (tipo ale) ou
S. pastorianus (tipo lager), que representam um grupo diversificado
de microrganismos (Oliveira, 2011).

S. boulardii € uma levedura similar morfologicamente a S.
cerevisiae. Apesar de serem provenientes do mesmo género, elas
diferem em diversas propriedades metabdlicas, genéticas e até
mesmo taxondmicas. S. boulardii foi inicialmente isolada de frutos
da lichia e mangostim, em 1923, pelo cientista francés Henri Boulard
(Kegele et al, 2009). Atualmente, essa levedura é utilizada tanto
como agente profilatico quanto como agente terapéutico de
diarreias e outras doencas gastrointestinais. Estudos mais
aprofundados levaram a descoberta de propriedades que
comprovam sua acao probidtica como a sobrevivéncia no transito
do trato gastrointestinal, seu crescimento 6timo a 37°C e a
capacidade de inibir agentes patogénicos (Czeruka, 2007).

Visando o melhor entendimento sobre o uso da espécie de S.
boulardii no processo de fabricagcdo de cerveja, o intuito deste
trabalho foi estabelecer um experimento para o acompanhamento
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da cinética de fermentacdo do mosto cervejeiro para a producao
de cerveja a partr de uma linhagem de S. boulardii
comercialmente disponivel na forma farmacéutica em capsula e
conhecida pelo nome de Floratil®.

MATERIAL E METODOS

As matérias-primas, utilizadas na fabricagcdo da cerveja foram:
agua potavel filtrada, declorada e acidificada com solugdo acido
fosférico 10%, malte de cevada, extrato de lGpulo, extrato de malte
sem lupulo Coopers Light/Claro, extrato de lupulo HopAlpha Tetra,
adquiridos em lojas especializadas pela internet. Levedura S.
boulardii proveniente do medicamento Floratil® (200 mg). Foi
adquirido em farméacia na cidade de Jodo Pessoa. Os experimentos
foram realizados no Laboratério de Tecnologia Cervejeira, Centro
de Biotecnologia, Universidade Federal da Paraiba — UFPB, e em
parceria com o Laboratério de Produtos Fermento Destilados —
LPFD/CT/UFPB.

PRODUCAO DO MOSTO

A producdo do mosto foi realizada nas seguintes etapas: a
moagem foi conduzida em moinho de dois rolos (MonsterMillO),
com abertura de 0,8 mm, a mosturacdo foi realizada em trés
paradas: a primeira a 64 °C por 60 minutos; a segunda a 69 °C por
20 minutos, com rampa de 5 min,; a terceira a 76 °C por 1 minuto,
com rampa de 8 minutos. O consumo de amido foi verificado pelo
reagente iodo 0,02 N. Ap6s a mosturagao, o mosto foi recirculado e
fitrado em tina de clarificacdo com fundo falso, onde a propria
palha do malte fez a funcdo de elemento filtrante, até completar a
clarificacao.

O mosto clarificado foi transferido para a tina de fervura, e o
residuo da mosturacédo foi lavado com agua filtrada, pré-aquecida
(76°C) e com pH controlado (5,5), até que o liquido filtrado saisse
da tina de clarificacdo na densidade especifica de 1,010 g/cm3.
Ap6s atingir fervura, o mosto permaneceu fervente durante 60
minutos, quando foi resfriado, utilizando-se um chiller de imersado
com circulacdode dgua gelada, até a temperatura de 15 °C. Apds
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isso, o mosto foi fracionado em recipientes e armazenado em
freezer com temperatura de -18°C.

PREPARACAO DO INOCULO

Para o preparo do in6culo, 300 mL do mosto previamente
produzido foi descongelado. Apds o descongelamento, o mosto foi
fervido em erlenmeyer por 15 min para descontaminacéo. Entdo, o
mosto foi resfriado em banho de gelo e foi adicionado a ele 3
capsulas do medicamento Floratil® (Saccharomyces boulardii — 17
liofilizada), totalizando 3 bilhdes de células, sendo mantido em
agitacdo magnética por 24 h, para a propagacao.

PRODUGAO DA CERVEJA

Foram descongelados 3L do mosto, mantido a 0°C por dois dias,
sendo o sobrenadante transferido para tina de fervura com
mangueira atéxica acoplada em um tubo sifdo, para a selegdo do
mosto limpido. Em seguida, foram adicionadas 12 gotas de extrato
de lipulo HopAlpha Tetra visando atingir um amargor de 10 IBUs,
guantidade esta minima de amargor para uma cerveja leve e
clara. O mosto foi mantido em fervura por 15 min para
descontaminacgédo, resfriado em banho de gelo até atingir a
temperatura de 22 °C transferido para o tanque de fermentacao.

Durante este processo, realizou-se a contagem de células em
cadmara de Neubauer do meio de propagacéao, visando saber o
volume do in6culo a ser adicionado no mosto, para obtermos no
final 50 bilhdes de células viaveis disponiveis para a fermentacéao
(White; Zainasheff, 2010). Adicionou-se 250 mL do inéculo no
fermentador que foi mantido a uma temperatura de 19 °C para a
fermentacdo. O envase foi realizado no 15° dia ap6s o inicio da
fermentacdo, realizado em garrafas de 300 mL, previamente
lavadas e sanitizadas com solugcédo a 0,1% de desinfetante em p6 a
base de acido peracético (PAC 200 - ADPRO). As garrafas foram
fechadas com arrolhador manual e armazenadas em temperatura
ambiente, por um periodo minimo de 7 dias, e depois mantidas em
geladeira (4°£1°C) até o inicio das analises.

ANALISE FERMENTATIVA

Foi utilizado um fermentador com capacidade de 3 L de mosto.
Airlocks foram utilizados para que o CO2 pudesse ser eliminado
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durante a fermentagcdo sem que o fermentado entrasse em
contato com o ar, evitando contaminacdo e oxidagéao.

CRESCIMENTO CELULAR

Foram coletadas amostras do mosto em fermentacdo a cada 4
h, até serem completadas aproximadamente 90 h de fermentacéo,
todas em triplicata. As amostras foram coletadas através de uma
torneira posicionada no meio do fermentador. As amostras foram
analisadas através do método turbidimétrico,b com o
espectrofotdbmetro (NOVA — ABBE REFRACTOMETER) a 610nm. Como
branco foi utilizado apenas o mosto sem a adi¢cdo das leveduras,
separado previamente e mantido em uma temperatura de
aproximadamente 0°C para evitar contaminacéo. Para a obtencédo
da curva padrdo foram submetidas a centrifugacdo (1020 g, rotor
12436, Centrifuga MPW-350, USA), em 8000 RPM por 6 min das
amostras coletadas, descartado o sobrenadante e o residuo
suspendido com soro a 0,9 % NaCl, sendo realizada cinco diluicbes
seriadas de 11, para posterior leitura em espectrofotdbmetro a 610
nm. Foi utilizado como branco apenas o soro a 0,9% NaCl.

CONCENTRAGAO DO SUBSTRATO

Foram coletadas amostras a cada 4h até serem completadas
aproximadamente 90 h de fermentacado, todas em triplicata. As
medi¢cbes foram realizadas utilizando-se um refratbmetro
previamente calibrado, e os resultados foram expressos em °Brix
escala numérica de refragcdo utilizada para determinar a
concentracéo de solidos soliveis da amostra analisada (IAL, 2008).

As medidas realizadas no refratbmetro refletem a medida do
extrato real, ou seja, sdo os sélidos soluveis mais o alcool etilico,
sendo necessaria posterior corregdo da leitura. Estes resultados
podem ser convertidos em densidade especifica (SG), expressos
em g/cm3, através da equacao L

SG=1,000019+SS(0,003878634261280) , ()

onde SS= sélidos solUveis medidos em °Brix (Sparre's Brewery, 2017).
Para a medida da porcentagem de atenuacdo aparente foi
utilizada a equacgédo 2

(OG-FG)

% de atenuacédo) =
(% %a0) =" 5 s

X 100, )
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onde OG ¢é a densidade original do mosto antes da fermentacgao e
FG é a densidade da cerveja ap6s a fermentacdo (White;
Zainasheff, 2010).

pH

Foram coletadas amostras a cada 4 h até que se completas-
sem aproximadamente 90 h de fermentacdo. Foi obtido por
medicdo direta com uso de pHmetro de bancada, calibrada com
solugdo tamp&dode pH 4,0 e 7,0 (AL, 2008).

DETERMINAGAO DA BIOMASSA

A determinacdo da biomassa foi feita pelo método do peso
seco. O peso seco consiste em utilizar um microtubo de massa
conhecida e adicionar 2 mL do caldo fermentado. O microtubo foi
submetido a centrifugacédo (10000 rpm por 10 minutos). Ao final da
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado. O sedimento foi
pesado e levado a estufa (OLIDEF-CZ) a 85 °C por 24h. Em seguida,
o0 sedimento livre de umidade foi pesado. O procedimento foi
realizado em triplicata. O peso seco foi determinado de acordo
com a equacado 3 (Lima, 2001).

(massa do microtubo+sedimento livre de umidade)-massa do microtubo
volume da amostra

PS (g/mL)=
NE))

sendo PS = peso seco

CONTAGEM E VIABILIDADE CELULAR

A contagem do numero de células totais e vidveis, além da
viabilidade celular foram realizadas por contagem em
hemocitdbmetro na configuracdo de Neubauer, utilizando-se
coloracéo diferencial das células pela solugcdo de azul de metileno
(0,1%), e analisado em microscopio binocular (Tecnal- Coleman,
modelo N107), com aumento final de 400 X. A contagem de células
foi realizada no inoculo, a cada 24 h durante a fermentacdo e na
cerveja pronta (White; Zainasheff, 2010). O calculo da viabilidade é
realizado segundo a equacao 4, Para o célculo de células totais/mL
é utilizada a equacdo 5 e para o célculo do valor de células
viaveis/mL se utiliza a equacao 6.

(n° total de células - n° células mortas) (4)
(n° total de células) x 100

Viabilidade (%)=
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células

n =n°de cél contadas x5 x Fator de diluicao x 104 (5)
m

células

n =n° de cél Viaveis x 5 x Fator de diluicdo x 104 (6)
m

TESTE LIMITE DE ATENUACAO

Com o mosto ja pronto para fermentacdo foi retirada uma
amostra de uma forma asséptica (200 mL), adicionados a 10g
(aproximadamente 100 bilhdes de células) da levedura S. boulardii
e deixado em agitacdo magnética por 24 horas. Visando atingir
sua atenuacdo maxima do mosto. O resultado é expresso em FG
(densidade final). O teste serve para saber o nivel maximo de
atenuacdo de uma levedura em determinado mosto (White;
Zainasheff, 2010).

DETERMINAGAO DA COR

Foi determinado segundo o método 9.6 da European Brewery
Convention — EBC (2010), obtendo os resultados em EBC (Figura 1).
Foi coletada uma amostra de aproximadamente 10 ml em triplicata
da cerveja em temperatura ambiente e foi realizada a
descarbonatacdo utilizando o ultrassom por 20 min. Ap6s a
descarbonatacdo as amostras foram centrifugadas, por 10 min a
8.000 RPM e encaminhadas ao espectrofotdometro (NOVA — ABBE
REFRACTOMETER) onde foram medidas a 430 nm e o branco sendo
agua destilada. Com o resultado da absorbancia colocamos os
valores na equacédo 7 para obter o resultado em EBC.

EBC = (Abs 430 nm x 12,7 x d), @)

sendod =1para as cervejas sem diluicédo.
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Figural. Diagrama de cores para classificagdo dos tipos de cerveja

MACRO DIVISAO SRM TONALIDADE EBC CLASSIF.
Palha 2-3 394-591

Amarelo 3-4 591-7.88

Ouro 4-5 7,88-9,85

Ambar 6-9 11,82-17.73

Profundo dmbar / cobre luz 10-14 19,70 - 27,58
Cobre 14-17 27,58-33,49
Profundo cobre/castanho claro 17 -18 33,49-3546
Castanho 19-22 3743-4334
Castanho Escuro 22-30 43,34 -59,10
Castanho muito escuro 30-35 59,10 - 68,95

Preto 35+ 68,95-78,80

Preto opaco 40+ >78,80

Fonte: Adaptado do BJCP, 2015

DETERMINACAO DE ACUCARES REDUTORES TOTAIS

Para determinacao dos agucares red utores utilizou-se o método
DNS (acido 3,5-dinitro salicilico) descrito por Santos (2007) e que
estda de acordo com o protocolo da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (Embrapa), Agroindustria Tropical. Essa metodologia
consiste na reducgdo do acido 3-amino-5-nitrosalicilico, em que ha
a oxidagcdo do grupo aldeido do aglicar a grupo acido carboxilico.
O reagente DNS possui uma cor amarelada, apds o aquecimento,
torna-se avermelhado de acordo com a concentragcdo de
acucares redutores presente na solucdo, o que permite sua leitura
em espectrofotbmetro a 540nm.

O teste foi realizado em triplicata. Pesou-se 0,5 g da cerveja e foi
realizada uma diluicdo de acordo com o °Brix da cerveja, seguindo
a Equacéao 8.

0,5ml x (Valor do °Brix - 0,1)
0!

, ()

O resultado é a quantidade de agua destilada em mL a ser
utilizada para a diluigdo. Transferiu-se 1 mL desta diluicdo para um
tubo de ensaio, juntamente com 1 mL de acido cloridrico (HCI) a IM
e foi colocado em fervura por cinco minutos, depois foi adicionado
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3mL de NaOH IM e retirado uma aliquota de ImL dessa solucéo,
colocada em outro tudo de ensaio e adicionado | mL de DNS.
Submeteu-se o tubo a 5 min em banho quente e resfriado em
banho de gelo. Ap6s o resfriamento foi adicionado 4 mL de dgua e
com esta solucgéo, realizou-se leitura em espectofotometro (NOVA
— ABBE REFRACTOMETER) a 540 nm. Para o preparo do branco, no
lugarde 0,5 mL da amostra, colocou-se 0,5 mLde agua.

TEOR ALCOOLICO

O ebulidmetro foi utilizado para quantificar o teor de alcool em
solugdes mistas alcool-dgua, por meio da diferenca entre as
temperaturas de ebulicdo da 4gua pura e da solugcdo. Baseado
nessa comparacédo foi possivel determinar o percentual de alcool
(v/v), com o auxilio de uma régua referencial (Costa, 2010).

O equipamento conta com um condensador acoplado, assim
como um termdmetro para a medicdo da temperatura. Em seguida o
pavio da lamparina foi aceso e aguardou-se entre 3 e 5 minutos para
gue a temperatura ficasse estabilizada. Anotou-se a temperatura e
com o auxilio da régua de corregédo foi determinado o teor alcodlico
do fermentado. Ao término de cada leitura, o termémetro foi
removido e o ebulidmetro foi lavado com agua destilada.

DETERMINAGAO DOS PARAMETROS CINETICOS

Os parametros cinéticos analisados foram a velocidade especifica
de crescimento (umax), produtividade em células (Px).

A velocidade especifica maxima de crescimento (umax) foi
estimada pelo método de deteccdo da fase de crescimento
exponencial.

A produtividade em células e o fator de conversdo de substrato
em células foram determinados pelas Equa¢des 9 (SCHMIDELL et al,
2001).

X max = X
Py= — ©
f
Onde:
Xmax — Concentracdo maxima de células [g.L1; Xo -
Concentracdo inicial de células [gL1]; tf — tempo final de
fermentacao [h]; YX/S— Fator de conversdo de substrato em células
[gsgx1]; So — Concentracdo inicial de substrato [g.L-1]; S —

Concentracdo final de substrato [g.L1]; Px — produtividade em
células [g.L. th1].
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RESULTADOS E DISCUSSAO

EXPERIMENTO PILOTO

Inicialmente, foi utilizado o extrato de malte comercial, por
teoricamente ser um extrato mais limpido, e gerar uma maior
uniformidade para o experimento, além de posterior padronizagao.
O extrato de malte utilizado foi da empresa Coopers (light claro,
sem lUupulo). No primeiro teste de fervura, observou-se a presenca
de precipitados, que foram removidos apds o resfriamento. Apds a
preparacgado do in6éculo, todo conteddo foi adicionado ao extrato de
malte, mantido a uma temperatura de 22°C, onde continha 5,65
x108 células/mL, com uma concentracgao inicial de 11,9 °Brix. Foram
realizadas coletas para a verificagcdo do consumo de extrato ao
longo de 72h de fermentacéo e observou-se que a cerveja parou
de atenuar em 8,3 °Brix, ou seja, o processo fermentativo ndo se
completou. Na Figura 2 estao representados os valores obtidos ao
longo da analise.

Figura 2. Consumo do substrato (°Brix) pelo tempo de fermentacédo
no primeiro experimento piloto
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Fonte: (Autores)
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Como a levedura usada tinha atenuado o mosto em testes
prévios, acreditou-se que o motivo pelo qual a cerveja ndo atenuou
tenha sido o extrato de malte utilizado para a fermentacédo. Foi
realizado o teste limite de fermentacdo e o valor da leitura da
densidade ap6s 24 horas foi de 1,033 g/cm3 (8,25 °Brix), mostrando
gue este extrato possui baixa fermentabilidade.

Optou-se por um segundo experimento piloto, substituindo o
extrato de malte pelo mosto cervejeiro que foi produzido e filtrado
de acordo com descrito na metodologia, de densidade 1,038 g/cm3
gue manteve a limpidez necesséaria para a realizacdo das analises
fermentativas e, apds o teste limite fermentagdo, apresentou o
valor de densidade de 1,009 g/cm?, apés 24 horas.

Ap06s a inoculagdo do fermento, uma contagem de células foi
realizada no tempo zero. Foi inoculado 450 bilh6es de células
viaveis, o que € maior do que o esperado (50 bilhdes). Na Figura 3,
pode observar o grafico de concentracdo celular feito com os
valores de absorbancia. Devido ao nimero de células inoculadas,
foi decidido realizar um novo experimento onde foi realizado o
calculo da taxa de inoculo, antes de introduzir o fermento no mosto,
pra obter uma estimativa do niumero de células produzidas ao final
da propagacado da levedura, visando inocular a quantidade ideal
(50 bilhées de células ou 1,80 milhdes de celulas/mL/°P) para a
guantidade de cerveja a ser produzida (3 litros).

Figura 3. Grafico de absorbancia por tempo do processo
fermentativo no segundo experimento piloto.
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Os experimentos pilotos foram realizados a fim de ajustar as
melhores condi¢cdes para o processo fermentativo, devido ao fato
da levedura S. boulardii ndo ser uma levedura cervejeira.

TERCEIRO EXPERIMENTO

O mosto cervejeiro utilizado foi o mesmo do segundo
experimento piloto (9,3 °Brix), mas antes de inocular a levedura no
mosto, foi realizada a contagem de células e calculo de viabilidade
do inoculo propagado. Foi coletado do recipiente de propagacéao
um volume suficiente para que haja 50 bilhdes de células no
fermentador, para 3 litros de mosto (White; Zainasheff, 2010). Os
resultados da reducdo do pH para o experimento final estdo
apresentados na Figura 4.

Pode-se observar na figura 4 que a Saccharomyces boulardii se
comporta de forma semelhante as leveduras cervejeiras
tradicionais, Saccharomyces cerevisiae ou Saccharomyces
pastorianus, como observado nos experimentos de Barreto (2017).
Ainda que, o pH 4,5 é similar ao das cervejas comerciais (Barreto,
2017).

No inicio da fermentacdo o pH foi de 54 e, no decorrer do
processo fermentativo, ele diminuiu exponencialmente até atingir o
valor de 45 em 36 horas de fermentacdo, e permaneceu nesta
faixa (4,4-45) até o final do processo. Logo, durante a fermentacao
o pH diminui em uma unidade. Segundo Aquarone et al. (2001l),
com o aumento da concentracdo de CO, bem como com a
produgcdo de acidos organicos, na fase anaerébica do
metabolismo das leveduras, € comum e esperado haver
diminuicdo dos valores de pH.

Alguns autores sugerem que a superexpressdo de genes
relacionados a sintese de proteinas e respostas a estresses
bidticos, poderiam contribuir para o aumento da taxa de
crescimento e melhor sobrevivéncia de S. boulardii ao pH acido.
(Edwards-Ingram et al. 2007).
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Figura 4. Grafico pH pelo tempo de fermentacao
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Segundo a Fermentis (2017) a levedura cervejeira S. cerevisiae
se comporta de forma exponencial em relagdo a porcentagem de
atenuacdo. No entanto, a S. boulardii demonstrou um
comportamento proximo da linearidade, que pode ser explicado
pela falta de adaptacdo da levedura com o mosto cervejeiro. Logo,
foi observado que para S. boulardii, a curva de atenuacédo aparente
(Figura 5), ndo apresentou comportamento exponencial
caracteristico de leveduras adaptadas ao processo fermentativo.

As 96 horas de fermentacéo, a atenuacdo aparente registrada
foi de 59 %, os sélidos soltveis foi de 3.8 °Brix (1,015 g/cm?3). ApGs
este momento, os sodlidos solliveis medidos permaneceram
constantes até o envase. O limite maximo de atenuacdo da S.
boulardii neste mosto é de 1,009 g/cm3, o que daria uma atenuacao
maxima de 76 %, mostrando que, nas condi¢cdes avaliadas na
fermentacado, essa levedura pode se enquadrar na categoria de
baixa atenuacao (White; Zainasheff, 2010).

Para confirmagcdo dessa capacidade atenuativa, faz-se
necessario realizar novos experimentos em temperaturas maiores
(21-24 °C) e com densidades originais maiores (1,050-1,060 g/cm?).
Esses resultados sugerem que S. boulardii, apesar de possuir uma
atenuacdo mais linear, apresentou uma boa capacidade
fermentativa, nas condigcdes testadas.
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Figura 5. Grafico da porcentagem de atenuacdo aparente por
tempo de fermentacao.
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Pode-se observar na Figura 7 a curva de calibracédo da diluicdo
do ponto 28 da Figura 6. Selecionou-se este ponto, pois é o
momento de maior concentragcdo ao longo do processo
fermentativo. A amostra foi diluida em série, cinco vezes, com
proporcédo de L1 Ap6s as diluicdes, as amostras foram analisadas
em espectrofotdmetro e foi realizado um grafico de absorbancia X
(fatores de diluicdo). Em seguida, conhecendo os valores de
absorbancia, o maior resultado dessa diluicdo foi correlacionado
com a maior massa do processo fermentativo, adquirido pela
analise do peso seco (Tabela 2).
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Figura 6. Grafico da concentracdo celular pelo método da
absorbéancia pelo tempo de fermentacao
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Figura 7. Curva de calibracédo relacionando a maior absorbancia
do processo fermentativo com sua biomassa
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Com a correlagdo entre absorbancia e biomassa, foi obtida a
equacado da reta (Figura7), a fim de converter valores de
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absorbdncia em valores em gramas com um grau de
confiabilidade de 94%. Com a equacdo da reta conhecida, o
grafico da Figura 8 foi construido, comparando a biomassa celular
com o consumo de substrato em °Brix no decorrer do tempo de
fermentacao.

Ao comparar os resultados de S. boulardii observados na Figura
8 com a S. cerevisiae da Fermentis® (cepa S-04) realizado por
Fernandes (2017) (Figura 9). Pode-se observar que a levedura
comercial S-04 iniciou seu processo de floculacédo as 32 horas apds
o inicio da fermentacédo. S. boulardi, apenas inicia o processo nas
dltimas horas de analise, ap6s 72 horas, mostrando que a levedura
S-04 inicia seu processo de floculagdo antes do que S. boulardii.

Tabela 2. Valores das analises de peso seco em pontos especificos
durante a fermentacao.

Peso seco (g/mL)

Ponto 28 0,49285
Ponto 32 0,46480
Ponto 36 0,45415
Ponto 43 0,46040
Ponto 47 0,45465
Ponto 51 0,45780

Fonte: (Autores)
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Figura 8. Correlagcdo desenvolvida através da equacédo da reta,
entre o valor da biomassa e o consumo de substrato ao longo do
processo fermentativo.
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Figura 9. Correlacdo desenvolvida por Fernandes (2017).
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Ao ser calculado a tangente das fases crescentes da curva,
obteve-se a equacdo da reta, onde o coeficiente angular
corresponde a velocidade especifica de crescimento (Figura 10).

Logo, a fase que melhor representa o crescimento é das 12h as 24h,
totalizando 3 pontos.

Figura 10. Linha de tendéncia linear para obtencdo do pmax
(velocidade especifica de crescimento celular), para fase mais
proxima da exponencial do experimento.
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O pmax é o coeficiente angular da reta, ou seja, ux = 0,0101 h &,
Quando comparado com Fernandes (2017), pode-se observar que
o resultado da velocidade especifica de crescimento obtido com S.
boulardii foi menor do que a obtida com S. cerevisiae (S-04,
Fermentis®) (uméax = 0,2352 h'), ou seja, S. boulardii tem um
crescimento mais lento.

O coeficiente angular da reta da Figura 1l equivale ao valor da
velocidade média de consumo de substrato (Vm), ou seja, Vm =
0,1161g/L.h. Comparado com os dados de Fernandes (2017), obteve-
se 0 seguinte resultado: Vm = 0,2889 g/L.h. A fermentacédo de S.
boulardii € mais lenta em relagdo ao consumo de substrato do que
S. cerevisiae (S-04- Fermentis®).
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Figura 11. Linha de tendéncia linear para a obtencao da velocidade
média de consumo de substrato (Vm).
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Na Tabela 3 podemos observar o valor da produtividade em
células e os valores dos fatores de conversao de S. boulardii no
processo fermentativo.

Tabela 3. Valores do fator de conversao de substrato em células
(Yx/s) e produtividade em células (Px)

Parametro Unidade Resultados

Yous g./9s 0,19548

Py gLh 0,02050
Fonte: (Autores)

O resultado obtido para a analise de produtividade em células
com a S. boulardii foi de 0,02050 g.Lth !, quando compara-se esse
valor com o obtido por Fernandes (2017), ao analisar a S. cerevisae
S-04 produzida pela Fermentis® (Px= 0,0875 g.L-1.h-1), observa-se
gue a S. boulardii teve uma menor produtividade em biomassa,
gue pode ter sido proveniente da diferenca de temperatura de
fermentacdo. Fernandes (2017) fermentou a S. cerevisiae a 22 °C e
a S. boulardii fermentou a 19 °C.

Em Malta (2006), foram calculados o valor de conversdo do
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substrato em células em quatro diferentes ensaios com S.
cerevisiae. Os valores obtidos foram 0,07 g/g; 0,10 g/g; 0,22 g/g; 0,36
g/g. Os resultados obtidos com a S.boulardii estdo de acordo com
os obtidos por Malta (2006).

Na figura 6, pode ser observado um ponto discrepante na curva
80 horas, o que ndo é observado durante os demais horarios de
analise. O erro no resultado as 80 h, pode ter ocorrido devido a
problemas técnicos na UFPB no momento da analise, por queda de
energia.

A fermentacdo pode ser dividida em trés etapas. A primeira
etapa é a de laténcia, caracterizada pelo pouco crescimento
celular, como observado na Figura 6 nas primeiras 6 primeiras
horas de fermentacdo. Na segunda fase as células entram em
crescimento exponencial, onde ha o maior consumo de agucar e a
producdo de etanol. Na Figura 6, pode-se observar esse
crescimento durante as primeiras 24 horas de fermentacdo, onde
chega ao maximo o valor da absorbéancia.

Apo6s esses valores, o numero total de células nas amostras
chega a etapa estacionaria das células para a fermentacéo. Isso
pode ser observado durante as demais horas do processo de
fermentacao, onde o valor da absorbancia se mostra constante até
chegar ao dltimo ponto, as 91 horas, que evidencia o processo de
floculacao, ja que o valor da absorbancia (A = 0,952) é proximo ao
final de estagio de laténcia (A = 0,933, 12 h). Este processo é
irreversivel e faz com que algumas células de leveduras se juntem
formando agregados (Guido et al, 2004). Segundo Dequin (2001),
para a producdo de cerveja, a floculagdo é importante para a
obtencdo de um produto limpido e de bom aroma.

A eficiéncia da fermentacéo e o perfil da qualidade do produto
final estdo intimamente ligados a quantidade e a salde da
levedura utilizada (Briggs et al., 2004). Portanto, avaliar e prever a
viabilidade celular, bem como o desempenho da levedura durante
a fase de fermentacdo é um requisito importante no processo
produtivo (Carvalho et al., 2008).

Pode-se observar na Tabela 4 as concentragcdes celulares
durante os primeiros dias de fermentacao, apresentando o valor
maximo de células 6 x107 célullas/mL, com 86% de viabilidade, no
terceiro dia de fermentacgado. Apds essa fase as células comecaram
a flocular, diminuindo a quantidade e viabilidade, diminuindo o
consumo de extrato.
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Tabela 4. Quantidade e viabilidade das células de leveduras de
Saccharomyces boulardii, nos dias de fermentacdo (1-4) e na
cerveja pronta depois de engarrafada e pronta para consumo.

N° total de células/ mL Viabilidade (%)

Dia 1 1,09 x 107 71%
Dia 2 3,85 x 107 53%
Dia 3 6 x 107 89%
Dia 4 3,65 x 107 62%
Cerveja engarrafada ! 1,72 x 107 86%

LA analise foirealizada 15 dias apds o envase. Fonte: (Autores)

Na Tabela 4 também pode-se observar que, mesmo apds o
envase, as células de S. boulardii continuaram viaveis, indicando
gue a cerveja possui células viaveis suficientes para apresentar
propriedades probidticas. A ANVISA determina que para um
alimento ser probioético ele precisa ter um nimero minimo de 108 a
10°unidades formadoras de coldnias (UFC) (Brasil, 2008).

Levando em consideragdo que uma capsula do medicamento
Floratil® liofilizado contém 10° células viadveis, seriam necessarios
67,6 mL da cerveja para equivaler a esta mesma quantidade de
células.

As cervejas foram submetidas as analises fisico-quimicas, ap6s
engarrafamento, todas em triplicata e as médias dos resultados
estdo apresentadas na Tabela 5.
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Tabela 5. Resultados das analises fisico-quimicas realizadas na
cerveja engarrafada.

ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Determinacéo de cor (EBC) 9,15 + 0,0105

Teor Alcodlico (ABV) 4,5 % + 0,1527

Acucares Redutores (g/L) 7,76 £ 0,0025
Solidos soluveis (°Brix) 2,8

Fonte: (Autores)

O resultado para determinacdo de cor da cerveja engarrafada
foi de 9,15 EBC. Na Tabela de cores (Figura 1), equivale a tonalidade
ouro, uma cerveja clara. Esse resultado pode se enquadrar em
alguns estilos tipo ale apresentadas no BJCP (Beer Judge
Certification Program) (Strong; England, 2015). A analise de teor
alcodlico pelo ebulibmetro apontou para um teor alcodlico de 45 %
ABV. Esse valor diverge do resultado tedrico calculado, que seria
3,4% ABV (Smith, 2017).

Segundo Goiana (2016), nos experimentos analisando cinco
tipos de cervejas artesanais do Ceara, fermentadas com S.
cerevisiae, 0s autores observaram que uma das marcas
analisadas obteve o resultado de 7,3 g/L de acucares redutores,
sendo semelhante ao resultado obtido neste trabalho. J4 quando
comparamos o resultado obtido com Fernandes (2017), observa-se
uma grande diferenca no valor obtido (21,5 g/L). Essa diferenca
pode ser atribuida a adicdo de acerola na cerveja analisada por
Fernandes (2017), aumentando, assim os agucares red utores.

A cerveja produzida com S. boulardii é viavel do ponto de vista
fermentativo, nas condi¢cbes utilizadas neste trabalho. A
fermentacédo apresentou uma boa descricdo das fases, mostrando
que a floculacdo é mais lenta que algumas cepas comerciais,
caracteristica essa que faz com gque seja comparada a uma cepa
S. cerevisiae que fermenta o estilo alemé&o “Weissbier”, uma cerveja
cuja levedura é de baixa floculagéo.

Comrelacdo a atenuacgao, apesar de considerada baixa, faz-se
necessario um experimento com um mosto de densidade original
(OG) maior e temperaturas de fermentacdo maiores, para melhor
analise. A cerveja produzida € uma cerveja de baixo teor alcodlico e
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gue apresentou um bom numero de células viaveis na garrafa,
podendo ser futuramente avaliada quanto ao potencial probiético.
E necessario também realizar testes sensoriais de aceitacdo, mas,
do ponto de vista geral, a cerveja feita com S. boulardii ndo
apresentou off flavors e possui caracteristicas de leve presenca de
fendlicos, levemente frutada, semelhante a uma cerveja
“Weissbier”, com caracteristicas proéprias.
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CONCLUSAO

Neste trabalho, foi possivel observar que S. boulardii, apesar de
ndo ser uma levedura tradicionalmente utilizada na producao de
cerveja, apresentou um bom comportamento cinético quando
colocada em condicdes de fermentacdo cervejeira, produzindo
uma cerveja de qualidade.

A levedura demonstrou um bom delineamento das etapas de
fermentacdo nas primeiras 96 horas analisadas, evidenciando
essas fases de forma clara, com uma floculagcdo mais lenta, mas
eminente. Observou-se uma fermentacdo um pouco mais lenta em
comparacdo com leveduras cervejeiras usuais, porém constante,,
atenuando 59 % do mosto ao final de 96 h. Os demais parametros,
como o valor de pH (45), teor alcodlico (45 % ABV) e coloracédo
(9,15 EBC) apresentaram valores similares aos resultados obtidos
com S. cerevisiae.

Constatou-se também que a levedura, mesmo ap6s o envase,
apresentou uma concentracdo de um 1 bilhdo de células viaveis
por 68 mL de cerveja, indicando um possivel potencial probidtico
da cerveja, embora sejam necessarios novos testes para
comprovar esse potencial.
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