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Prefácio


			A fermentação é um dos métodos mais antigos de preservação dos alimentos, que consistia na ação de microrganismos autóctones com capacidade de transformação da matéria-prima, prolongando a vida útil dos alimentos. Atualmente, os produtos fermentados, em sua maioria, são adicionados de culturas iniciadoras, selecionadas de acordo com seu metabolismo e propriedades fisiológicas para obter um produto final com maior segurança e padronização sensorial.


			Os alimentos fermentados possuem características sensoriais únicas (flavor, cor, textura) em decorrência do metabolismo dos microrganismos utilizados nos diferentes tipos de fermentações. A ciência envolvida na transformação das matérias-primas por meio dos processos fermentativos não é abordada em muitos livros na área de alimentos. Usualmente, os livros priorizam a tecnologia de processamento dos alimentos, deixando, assim, uma lacuna em relação à ciência dos alimentos, no caso mais específico, sobre a bioquímica de microrganismos durante a fermentação de alimentos e bebidas. Desta forma, o aspecto mais importante deste livro é apresentar um material para acadêmicos de cursos de graduação e de pós-graduação, bem como para profissionais da indústria de alimentos, focado nas funções dos microrganismos (bactérias, leveduras e fungos filamentosos) envolvidos nos processos fermentativos de alimentos e bebidas.


			A proposta de organização do livro foi um grande desafio e contou com a participação de profissionais com diferentes formações acadêmicas e com experiência nos temas específicos. Para tanto, prezado leitor, este livro foi dividido em 11 capítulos; no capítulo 1, objetiva-se introduzir aspectos conceituais sobre os microrganismos, apresentar os tipos de fermentações e discorrer sobre as culturas iniciadoras. Após, os capítulos 2, 3, 4 e 5 abordam a fermentação em produtos de origem vegetal, enquanto os capítulos 6, 7, 8, 9, 10 e 11 se dedicam aos produtos de origem animal.


			Esperamos que, ao final da leitura deste livro, você, caro leitor, tenha um entendimento mais aprofundado acerca dos temas abordados, conhecendo melhor a importância e as propriedades metabólicas dos microrganismos na produção de alimentos e bebidas.


			Ângela Maria Fiorentini e Claudio Eduardo dos Santos Cruxen.


			Organizadores.


		




		

			
Capítulo 1 - Aspectos introdutórios sobre a fermentação de alimentos e bebidas


			Dr. Claudio Eduardo dos Santos Cruxen


			
1. INTRODUÇÃO


			Os microrganismos são seres microscópicos pertencentes a diferentes grupos biológicos, contudo no que se refere à importância em alimentos e bebidas, destacam-se principalmente as bactérias (Domínio Bacteria), leveduras e fungos filamentosos (Domínio Eucarya/Reino Fungi). A relação desses microrganismos com os alimentos e bebidas é estudada na microbiologia de alimentos. Essa ciência, por sua vez, é responsável por estudar não apenas os microrganismos benéficos, isto é, aqueles que estão intimamente associados à produção de determinados alimentos e bebidas, como também os microrganismos indesejáveis, os quais podem causar deterioração nos alimentos ou mesmo serem patogênicos (causar doenças).


			Neste livro, prezado leitor, iremos abordar as principais funções dos microrganismos (bactérias, leveduras e fungos filamentosos) na produção de alimentos e bebidas, envolvendo tanto os produtos de origem animal quanto vegetal. No presente capítulo, vamos nos aprofundar sobre as características fenotípicas desses microrganismos para, posteriormente, abordarmos os diferentes tipos de fermentações e alguns aspectos relacionados às culturas iniciadoras (microrganismos adicionados intencionalmente nos alimentos e bebidas).


			
2. MICRORGANISMOS DE IMPORTÂNCIA TECNOLÓGICA


			2.1. Bactérias


			As bactérias são seres procariontes e unicelulares, importantes na fermentação de diversos alimentos e bebidas. As bactérias mais utilizadas na produção de alimentos e bebidas são, indiscutivelmente, as bactérias ácido-lácticas (BAL). Já o grupo dos cocos Gram-positivos, catalase positiva (CGC+) (Gram-positive, catalase-positive cocci - GCC+), abrange representantes do gênero Staphylococcus que não possuem a enzima coagulase, denominados Estafilococos Coagulase Negativa (ECN) e os gêneros Kocuria e Micrococcus. Esse grupo possui destaque na produção de embutidos cárneos fermentados, mas também está presente em alguns tipos de queijos e em pescados fermentados. Na fermentação propiônica, que ocorre em alguns tipos de queijos, se destaca o gênero Propionibacterium, que é responsável pelas olhaduras características dos queijos tipo emmental, gouda, gruyère e estepe, por exemplo. As bactérias acéticas são responsáveis pela produção do vinagre e, normalmente, estão presentes nos grãos de kefir (tipo de leite fermentado). Por fim, se pode citar o gênero Bifidobacterium, o qual participa como cultura adjunta na produção de diversos leites fermentados. Essa bactéria é amplamente utilizada por ser considerada um microrganismo probiótico (capaz de conferir efeito benéfico à saúde do hospedeiro).


			2.1.1. Bactérias ácido-lácticas


			As BAL estão presentes na fermentação de muitos produtos fermentados, como lácteos, embutidos cárneos, pescado, na fermentação dos pães, picles, chucrute, bem como dos processos fermentativos de bebidas alcoólicas, como a cerveja e o vinho.


			Nesse grupo, os representantes de maior importância tecnológica estão classificados no Filo Firmicutes e em três famílias: Streptococcaceae, Enterococaceae e Lactobacillaceae; essa última inclui agora todos os gêneros que faziam parte da família Leuconostocaceae, proposto por ZHENG et al. (2020). As principais características fenotípicas desse grupo são: Gram-positivas, catalase negativa, anaeróbias ou microaerofílicas, acido-tolerantes, mesofílicas ou termofílicas, não formadoras de esporos e não móveis.


			No que se refere ao metabolismo, são estritamente fermentativas, sendo classificadas em homofermentativas ou heterofermentativas com base no produto final de sua fermentação a partir da glicose. As BAL homofermentativas produzem ácido láctico como metabólito final, enquanto as heterofermentativas podem produzir ácido láctico, ácido acético, CO2 e etanol.


			Além disso, as BAL são consideradas seguras para ingestão humana pela Food and Drug Administration (FDA), dos Estados Unidos, como sendo Generally Recognized as Safe (GRAS), que significa “geralmente reconhecidas como seguras”. Por essa razão, são amplamente adicionadas aos processos fermentativos de alimentos e bebidas.


			As principais contribuições desse grupo estão na capacidade de acidificação do meio, pois conforme mencionado, seu metabolismo é estritamente fermentativo. Desta forma, ocorre acúmulo de ácidos orgânicos que reduzem o pH dos alimentos. Esse processo não só modifica o sabor e aroma, mas também pode alterar a textura dos alimentos e bebidas. Além disso, esse grupo apresenta um potencial antimicrobiano contra bactérias deteriorantes e patogênicas, seja pela acidificação, seja pela produção de compostos antimicrobianos durante a fermentação, como peróxido de hidrogênio e bacteriocinas. As bacteriocinas são peptídeos produzidos por algumas bactérias, incluindo várias espécies de BAL, que possuem efeito antagonista contra inúmeras bactérias deteriorantes e patogênicas em alimentos, principalmente as Gram-positivas.


			Maiores detalhamentos sobre as funções das BAL em alimentos e bebidas estarão apresentados nos capítulos a seguir.


			2.1.2. Cocos Gram-positivos, catalase positiva (CGC+)


			O grupo apresenta como características ser mesofílico, anaeróbio facultativo, normalmente nitrato redutor e não formador de esporos. As espécies de maior importância tecnológica em alimentos são Staphylococcus xylosus, S. carnosus e S. equorum, pertencentes à família Staphylococcaceae, mas também se deve considerar os gêneros Kocuria e Micrococcus, os quais pertencem à família Micrococcaceae. A principal contribuição desse grupo ocorre em produtos cárneos fermentados devido à sua atividade enzimática, como a produção de lipases e proteases, que conferem o flavor característico ao produto final. Além disso, a enzima nitrato redutase é capaz de converter nitrato em nitrito, enquanto as enzimas catalase (CAT) e a superóxido dismutase (SOD) podem neutralizar moléculas pró-oxidantes, limitando processos oxidativos indesejáveis (ver capítulo 6 para maiores detalhes a respeito desse grupo de bactérias).


			2.1.3. Bactérias propiônicas


			As bactérias propiônicas pertencem ao Filo Actinobacteria e à família Propionibacteriaceae e apresentam-se como Gram-positivas, não formadoras de esporos, não móveis, anaeróbias ou microaerofílicas, sensíveis ao oxigênio, ao pH ácido e ao cloreto de sódio. Destaca-se a espécie Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii, pois apresentam um importante papel na tecnologia dos queijos com olhaduras. As bactérias propiônicas fermentam o lactato proveniente da fermentação da lactose e produzem os ácidos propiônico e acético, além de CO2, sendo este último o responsável pela formação das olhaduras características desses queijos (ver capítulo 8 para maiores detalhes a respeito da ação desse grupo de bactérias).


			2.1.4. Gênero Bifidobacterium


			Bifidobacterium é um gênero pertencente ao Filo Actinobacteria e à família Bifidobacteriaceae. As bactérias deste grupo são anaeróbias, Gram-positivas, catalase negativas, estritamente fermentativas, com temperatura ótima de desenvolvimento variando de 37 °C a 42 °C. A fermentação da glicose ocorre pela via frutose-6-fosfato (via bífida). A presença da enzima frutose-6-fosfato-fosfocetolase quebra a frutose-6- fosfato em acetil-fosfato e eritrose-4-fosfato, produzindo ácido acético e ácido láctico na forma L (+) na proporção molar de 3:2, respectivamente. A proporção de lactato para acetato formado por bifidobactérias pode variar dependendo da fonte de carbono utilizada e da espécie examinada. Bifidobacterium é uma bactéria probiótica utilizada como cultura adjunta em fermentações, com destaque para a produção de alguns leites fermentados.


			2.1.5. Bactérias acéticas


			As bactérias acéticas pertencem ao filo Proteobacteria e à família Acetobacteraceae. Destacam-se dois gêneros mais importantes: Acetobacter e Gluconobacter. São Gram-negativas, catalase positiva, normalmente móveis, de metabolismo oxidativo e não formadoras de esporos. A maior importância tecnológica desses microrganismos está na produção de ácido acético (vinagre) pela oxidação do etanol, contudo participam também na produção de alguns tipos de leites fermentados, como o kefir.


			2.1.6. Probióticos


			Muitas BAL (geralmente Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Pediococcus spp.), espécies do gênero Bifidobacterium e leveduras como a Sacchoromyces boulardii, Kluyveromyces marxianus, além de algumas estirpes de S. cerevisiae, possuem efeito probiótico. São denominados de probióticos os microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem benefícios à saúde do hospedeiro (HILL et al., 2014). Esses benefícios geralmente incluem: equilíbrio da microbiota intestinal, aumento da resposta imune (HEMARAJATA; VERSALOVIC, 2013), produção de ácidos orgânicos e ácidos graxos de cadeia curta (AGCC), que reduzem o risco de desenvolvimento de câncer colorretal (HENDLER; ZHANG, 2018), atividade enzimática, como a hidrolases de sais biliares (Bsh), a qual está relacionada à redução dos níveis de colesterol sérico (KUMAR et al., 2012), e β-galactosidase, que auxilia a digestão da lactose no intestino (OAK; JHA, 2019). Além disso, o aumento da absorção de minerais (BIELIK; KOLISEK, 2021) e a produção de vitaminas (GU; LI, 2016) podem ser citados como alguns dos principais benefícios causados pelas bactérias probióticas. 


			Papadopoulou et al. (2018), sugeriram que a concentração mínima de células probióticas viáveis deve ser superior a 6 Log UFC g-1 no momento do consumo do alimento ou bebida. Essas concentrações mínimas são importantes para que as células consigam superar as barreiras do trato gastrointestinal (TGI), aderir à mucosa intestinal e colonizar o intestino delgado e cólon (FONTANA et al., 2013). Nesse caso, em que as células precisam estar viáveis e ativas para causar benefícios ao hospedeiro, Zendeboodi et al. (2020) propuseram a terminologia “probiótico verdadeiro”. No entanto, nos últimos anos, os resultados de pesquisas mostram que células inativadas, não viáveis e até mesmo rompidas podem atribuir efeitos benéficos ao hospedeiro. Neste sentido, os mesmos autores sugerem o termo “pseudoprobióticos” para referir-se às células viáveis e inativas e o termo “probiótico fantasma” para células mortas (intactas ou rompidas).


			2.2. Leveduras


			As leveduras são seres eucarióticos, unicelulares e heterotróficos, envolvidas principalmente na tecnologia de panifícios e de bebidas alcoólicas; com menor destaque, estão também relacionadas à fermentação de embutidos cárneos, de pescado fermentado, de leites fermentados e de alguns queijos maturados. As leveduras são seres anaeróbios facultativos, isto é, na presença de oxigênio, podem realizar respiração celular para obtenção de energia, mas quando o oxigênio está ausente, ocorre fermentação com liberação de metabólitos de interesse industrial, como CO2 e álcool.


			Além desses metabólitos, as leveduras também possuem intensa atividade bioquímica em processos de lipólise e proteólise, os quais contribuem para a formação de aroma em alimentos e bebidas. Sem dúvida, as leveduras mais importantes para a produção de pães e de bebidas alcoólicas pertencem ao gênero Saccharomyces, enquanto em embutidos cárneos fermentados prevalece o gênero Debaryomyces. Já em queijos maturados, destacam-se as espécies Geotrichum Candidum e Debaryomyces hansenii. Contudo se deve reconhecer a presença de outros gêneros de leveduras e suas funções na produção de alimentos e bebidas fermentados. Nos capítulos a seguir, maiores informações serão apresentadas sobre as leveduras e seu papel na fermentação dos alimentos e bebidas.


			2.3. Fungos filamentosos


			Os fungos filamentosos, também conhecidos como mofos ou bolores, são eucarióticos, heterotróficos e multicelulares. O corpo de um fungo multicelular é chamado de micélio, sendo este formado por filamentos denominados de hifas.


			O gênero Penicillium é, com certeza, o que merece maior destaque na produção de alimentos, especialmente em alguns tipos de queijos, como os “queijos azuis” (o roquefort e o gorgonzola, por exemplo), e os queijos brancos mofados, como o camembert e o brie. Também é comumente encontrado na superfície de embutidos cárneos fermentados, como salames e copas, e participa também da fermentação de alguns tipos de pescados fermentados. As proteases e lipases produzidas pelos fungos filamentosos atribuem textura, aroma e sabor característico aos alimentos. Além disso, já foi demonstrado que o gênero Penicillium pode inibir o desenvolvimento de fungos patogênicos produtores de microtoxinas como Aspergillus versicolor e Aspergillus flavus, produtores de esterigmatocistina e aflatoxina, respectivamente.


			Os capítulos 6, 8 e 10 apresentam maiores informações sobre as características e a importância dos fungos filamentosos em alimentos.


			
3. FERMENTAÇÕES


			Os microrganismos, desde a Pré-História, participam dos processos fermentativos nos quais as matérias-primas eram fermentadas espontaneamente (fermentação tradicional). O hidromel e o vinho são exemplos de bebidas fermentadas desde o período Neolítico (9.000 a.C. a 7.000 a.C., respectivamente). Já na Idade Antiga, existem referências documentais, como no livro de Odisséia (900 a.C.), sobre enchidos cárneos produzidos com carne picada, sal, especiarias, sangue e gordura, embutidos em tripas de animais (ORDÓÑEZ, 2005). Nessa época, ainda se desconhecia a ação dos microrganismos, contudo se observava que esses produtos fermentados se conservavam por maior tempo. Desta forma, durante a idade Antiga e Média, houve um aprimoramento das técnicas, inicialmente visando à conservação dos alimentos por maiores períodos e, posteriormente, à diversificação de produtos pelas alterações de textura, sabor e aroma, em decorrência dos produtos formados a partir do processo fermentativo.


			A fermentação biológica consiste em um processo catabólico realizado por alguns microrganismos para obtenção de energia. Os metabólitos gerados pela fermentação microbiana são importantes em processos tecnológicos para a elaboração de alimentos e bebidas. Por exemplo, a produção de iogurte ocorre pela fermentação láctica, em que o ácido láctico gerado é o responsável pela formação do gel. Já na produção do pão, o metabólito de interesse é o CO2, enquanto para a produção de cerveja, tanto o álcool como o CO2 são importantes.


			A produção de um metabólito em detrimento de outro, nos processos fermentativos, depende do microrganismo envolvido, das enzimas ativas desses microrganismos e das condições do meio. Por exemplo, as BAL são responsáveis pela fermentação láctica, ao passo que as leveduras são responsáveis pela fermentação alcoólica em condições de anaerobiose. A seguir, serão apresentados, de forma resumida, os principais tipos de fermentações que ocorrem na produção de alimentos e bebidas. Considerando o vinagre uma especiaria, e não uma bebida, a fermentação acética não será abordada neste livro por uma questão de delimitação do escopo.


			a) Fermentação Láctica


			A fermentação láctica está envolvida na produção do chucrute, picles, leites fermentados, manteiga fermentada e em alguns tipos de embutidos cárneos, queijos, pescados, pães e cervejas. Essa fermentação, como vimos, é realizada pelas BAL e pode ser classificada em fermentação homoláctica ou heteroláctica, conforme os metabólitos finais produzidos.


			A fermentação homoláctica ocorre na via de Embden-Meyerhof ou glicólise, consistindo resumidamente em duas etapas. Inicialmente, ocorre a oxidação da molécula de glicose em duas moléculas de ácido pirúvico, com geração também de duas moléculas de Adenosina Trifosfato (ATP), e a redução de duas moléculas de Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo (NADH). Na próxima etapa, as moléculas de ácido pirúvico são reduzidas a ácido láctico pela enzima lactato desidrogenase, e a coenzima reduzida NADH passa ao seu estado oxidado (NAD+), ou seja, nesta etapa, as coenzimas são regeneradas e, assim, podem entrar em uma nova sequência da glicólise (Figura 1).


			Figura 1: Apresentação resumida da fermentação homoláctica
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			Fonte: Elaboração do autor


			A fermentação heteroláctica ocorre na via das pentoses-fosfato ou via de Dickens. Nessa via, de forma resumida, acontece uma descarboxilação oxidativa (saída de CO2) da hexose, formando uma ribulose 5-fosfato (açúcar de 5 carbonos) que, sobre ação de uma isomerase, converte-se em xylose 5-fosfato. A xylose 5-fosfato é clivada pela ação da enzima xilulose-5-fosfato-fosfocetolase, formando uma molécula de gliceraldeído 3-fosfato (3 carbonos) e uma molécula de acetil-fosfato (2 carbonos). O gliceraldeído 3-fosfato é metabolizado na via glicolítica (via das bactérias homofermentativas), onde irá produzir ácido láctico. O acetil-fosfato pode seguir dois caminhos distintos, transformando-se em acetato (forma ionizada do ácido acético) ou em etanol (Figura 2).


			Figura 2: Apresentação resumida da fermentação heteroláctica.
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			b) Fermentação alcoólica


			A fermentação alcoólica inicia-se de forma análoga à fermentação láctica, com a oxidação da glicose até o ácido pirúvico, gerando energia contida em dois ATP e em dois NADH (estado reduzido). Na segunda etapa, as moléculas de ácido pirúvico são convertidas em acetaldeído pela enzima piruvato descarboxilase, que elimina duas moléculas de CO2. Por último, as moléculas de acetaldeído são reduzidas a etanol pela enzima álcool desidrogenase e a coenzima NAD passa ao seu estado oxidado (NAD+) (Figura 3).


			Figura 3: Apresentação resumida da fermentação alcoólica.
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			Fonte: Elaboração do autor.


			A fermentação alcoólica é realizada por bactérias heterofermentativas e leveduras, sendo Saccharomyces cerevisiae a mais conhecida e importante levedura utilizada, tanto para a produção de panifícios quanto para a produção de bebidas alcoólicas.


			c) Fermentação malolática


			Diferentemente das fermentações lácticas e alcoólicas, a fermentação malolática consiste na descarboxilação do ácido málico, o qual resultará em ácido láctico (Figura 4).


			Figura 4: Apresentação da fermentação malolática.
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			Fonte: Elaboração do autor.


			Esse tipo de fermentação ocorre em vinhos tintos e brancos a critério do enólogo, visando à obtenção de vinhos menos ácidos, pois o ácido láctico é mais fraco em comparação ao ácido málico. Além disso, essa fermentação atribui maior complexidade de aroma e sabor ao vinho. A fermentação malolática é realizada por BAL pertencentes aos gêneros Oenococcus, Leuconostoc, Pediococus e Lactobacillus, sendo que estirpes da espécie Oenococcus oeni são as mais conhecidas e importantes neste tipo de fermentação.


			d) Fermentação propiônica


			A fermentação propiônica é necessária para a produção de alguns queijos com olhaduras e sabor levemente adocicado. Descrita pela primeira vez por Albert Fitz em 1878, as espécies de Propionibacterium podem fermentar açúcares em ácido propiônico como seu principal produto de fermentação. Posteriormente, Swick e Wood descreveram o conjunto de reações envolvidas no processo de produção de propionato, atualmente conhecido como ciclo Wood-Werkman (GONZALEZ-GARCIA et al., 2017). Existem três vias de produção de ácido propiônico conhecidas: as vias primárias de fermentação, que catabolizam diferentes fontes de carbono para propionato e incluem as conhecidas vias do ciclo de acrilato e Wood-Werkman; as vias catabólicas, que podem degradar vários aminoácidos em ácido propiônico; e as vias anabólicas, associadas à produção de precursores de biomassa a partir de piruvato ou dióxido de carbono e podem ser aproveitadas para produzir propionato (GONZALEZ-GARCIA et al., 2017). Contudo a via Wood-Werkman é a mais importante da biossíntese de ácido propiônico, na qual as bactérias propiônicas são utilizadas e, por essa razão, nos aprofundaremos nessa via.


			Nos queijos suíços ou em queijos similares encontrados em outros países, com presença de olhaduras, ocorrem duas fermentações sucessivas durante a sua fabricação. Inicialmente, as BAL convertem a lactose em lactato e, durante a maturação, as bactérias propiônicas, em especial a Propionibacterium freudenreichii, utilizam o lactato para produzir propionato, ácido acético e CO2. Nesta via, o lactato (forma ionizada do ácido láctico) é oxidado (perde dois hidrogênios) pela enzima lactato desidrogenase, originando piruvato e NADH (estado reduzido) (Figura 5). O piruvato pode seguir dois caminhos: a via do acetato, que gera CO2, ATP (energia para a bactéria) e o próprio acetato, e a via do ciclo de Wood-Werkman, que gera propionato. A seguir, serão apresentadas duas figuras complementares em que, inicialmente, é mostrada uma visão geral da fermentação propiônica (Figura 5) e, posteriormente, é apresentado o ciclo de Wood-Werkman, no qual há geração de propionato (Figura 6).


			Figura 5: Apresentação resumida da fermentação propiônica a partir do lactato, com geração ácido propiônico, ácido acético e CO2.
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			Fonte: Elaboração do autor.


			A via de Wood-Werkman começa com a reação de piruvato a oxalacetato e metilmalonil-CoA a propionil-CoA (Figura 6). Nessa reação, a enzima metilmalonil-CoA carboxiltransferase, dependente de biotina, transfere CO2 de metilmalonil-CoA para piruvato, gerando como produtos o oxalacetato e propionil-CoA (ver figura 5). Propionil-CoA gera propionato acoplada à reação de succinato a succinil-CoA. Já o oxalacetato, é reduzido via malato, fumarato e succinato (Figura 6). O succinato é acetilado pela succinil-CoA sintetase em succinil-CoA, que é transformado em metilmalonil-CoA pela ação da enzima metilmalonil-CoA mutase em cooperação com a coenzima B12 (cobalamina). A partir daí, inicia-se um novo ciclo, em que metilmalonil-CoA é descarboxilado, gerando propionil-CoA (reação acoplada de piruvato a oxalacetado).


			Figura 6: Apresentação resumida da fermentação propiônica pelo ciclo de Wood-Werkman.
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			Fonte: Adaptado pelo autor de Falentin et al. (2010).


			O CO2 gerado é o responsável pela formação das olhaduras características, enquanto o ácido propiônico, em conjunto com outros produtos do metabolismo bacteriano, promove o sabor ligeiramente adocicado característico desses queijos específicos.


			4. CULTURAS INICIADORAS


			As fermentações, desde o período Neolítico até os últimos 100 anos, ocorriam por meio da microbiota presente naturalmente nas próprias matérias-primas, os chamados microrganismos autóctones ou selvagens; a essa fermentação, dá-se o nome de fermentação tradicional ou espontânea. Nesse tipo de processo, se desconhece as espécies envolvidas durante o processo fermentativo e as suas respectivas concentrações, podendo ocorrer falta de padronização e aumento dos riscos microbiológicos e toxicológicos nos alimentos e bebidas fermentados desta forma.


			Nos últimos anos, com os avanços biotecnológicos, surgiram as culturas iniciadoras comerciais, objetivando produzir alimentos e bebidas padronizados, com boas características sensoriais e com maior segurança do alimento ou bebida. Culturas iniciadoras são microrganismos isolados, caracterizados, identificados e que apresentam potencial tecnológico, segurança microbiológica e toxicológica. Essas culturas devem ser persistentes às condições intrínsecas e extrínsecas do processamento tecnológico de determinados alimentos ou bebidas e possuir um desejável sistema enzimático, capaz de contribuir com a textura e flavor dos alimentos ou bebidas.


			A produção nacional de culturas iniciadoras bacterianas e de fungos filamentosos para aplicação em alimentos ou em bebidas ainda é incipiente; já no que se refere às leveduras, existe maior disponibilidade de marcas nacionais. A importação de culturas iniciadoras, no geral, ocorre a partir de países como Estados Unidos, Canadá, Dinamarca, França, Alemanha, entre outros.


			
5. TENDÊNCIAS E PERSPECTIVAS


			Existe uma perspectiva para que se utilize culturas iniciadoras comerciais originadas dos produtos fermentados artesanais da própria região, pois esses microrganismos já se encontram bem adaptados às condições climáticas, tecnológicas e à microbiota autóctone das matérias-primas utilizadas nos processos fermentativos, portanto possuem como vantagens uma maior capacidade de se desenvolver e de inibir outros microrganismos indesejáveis. Além disso, foi verificado que microrganismos isolados a partir de produtos locais podem contribuir para um sabor genuíno, isto é, apresentar características exclusivas da região onde é produzido, o que agrega valor do ponto de vista mercadológico. Desta forma, vários pesquisadores se dedicaram ao isolamento e caracterização de microrganismos autóctones, incluindo, principalmente, bactérias (BAL e ECN) e leveduras para oferecer maiores opções em seus países ou regiões de onde foram isolados (Almeida Júnior et al., 2015; Araujo Piraine et al., 2022; Bonomo et al., 2009; Cruxen et al., 2017; Lee & Park, 2020; Sawitzki et al., 2007).


			Os isolados bacterianos originados de produtos artesanais devem ser analisados quanto à segurança microbiológica no que se refere à suscetibilidade a antimicrobianos de usos clínicos, ausência de enzimas consideradas fatores de virulência como DNase e hemolisinas (α-hemolisina e β-hemolisina). Aspectos de toxicidade, como a não produção de enterotoxinas, baixa ou nenhuma produção de aminas biogênicas e atividade negativa para ensaios de citotoxicidade in vivo devem ser observados (CRUXEN et al., 2019).


			As leveduras autóctones de interesse enológico e cervejeiro, com potencial para culturas iniciadoras, devem apresentar rápida capacidade fermentativa, boa tolerância ao álcool, aos açúcares e aos ácidos orgânicos. Além disso, essas leveduras devem contribuir para a formação de compostos aromáticos desejáveis e, a exemplo das bactérias, não devem ter a capacidade de formar aminas biogênicas durante a fermentação. Os isolados que se destinarão à produção de vinhos devem possuir baixa capacidade de produzir H2S (ácido sulfídrico), o qual confere aroma desagradável e pode formar compostos enxofrados, como mercaptanos de difícil remoção.


			Já o isolamento de fungos filamentosos autóctones, mesmo aqueles pertencentes ao gênero Penicillium, devem ser avaliados quanto ao seu potencial toxigênico devido à possibilidade de produzir metabólitos secundários, como micotoxinas ou ácido ciclopiazônico (CPA) (CAMARDO LEGGIERI et al., 2016).


			
EM SÍNTESE


			Neste capítulo, nós vimos que os principais microrganismos envolvidos na fermentação de alimentos e bebidas consistem em bactérias, leveduras e fungos filamentosos. Além disso, apresentamos a definição de microrganismos probióticos e vimos alguns dos principais benefícios que podem ser integrados à saúde do consumidor quando ingeridos regularmente.


			As fermentações, em alimentos e bebidas, são realizadas, há muitos anos, de forma tradicional, sem o controle das espécies envolvidas, sendo que muitas agroindústrias artesanais ainda preservam esse tipo de fermentação. Por outro lado, com os avanços biotecnológicos, houve a disponibilização de culturas iniciadoras que podem atribuir diferentes características sensoriais, garantir maior padronização e segurança aos alimentos e bebidas. A fermentação láctica, realizada pelas BAL, pode ser classificada em homoláctica, quando o único produto formado é o ácido láctico, ou heteroláctica, quando os produtos gerados são ácido acético, etanol e CO2, além do ácido láctico. 


			Outra fermentação importante que ocorre em vinhos, também com envolvimento das BAL, consiste na fermentação malolática, na qual o ácido málico é descarboxilado, gerando ácido láctico. A fermentação alcoólica ocorre por intermédio das leveduras, que são fungos unicelulares; essa fermentação não só é fundamental para a produção de bebidas alcoólicas como vinhos, cervejas e hidromel, mas também para a produção de pães. Já a fermentação propiônica ocorre em alguns tipos de queijos e é responsável pela formação das olhaduras e do flavor característico em razão da produção de ácido propiônico em conjunto com outros produtos do metabolismo bacteriano.
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Capítulo 2 - Produção de vegetais fermentados: Picles, chucrute e azeitona


			Dra. Joseana Severo


			Dra. Aline Tiecher


			
1. INTRODUÇÃO


			A fermentação é uma técnica de conservação milenar, que possibilitou a oferta de alimentos por longos períodos quando ainda existiam poucos métodos de conservação. Atualmente, essa técnica vem sendo aplicada em alimentos, não apenas visando à conservação a partir da inibição de microrganismos indesejáveis, mas também com o objetivo de incrementar seu valor nutricional, sabor e aroma, além de proporcionar benefícios à saúde.


			De maneira geral, vegetais frescos e minimamente processados têm uma vida útil curta, uma vez que estão sujeitos à contaminação por microrganismos deteriorantes e patogênicos. Dessa forma, a fermentação tem sido usada para manter e/ou aumentar a segurança, a qualidade nutricional, sensorial e vida útil dos vegetais, agregando valor ao produto.


			A produção e o consumo de vegetais fermentados, como frutas e hortaliças, têm uma longa história mundial, incluindo populações de diferentes culturas. Por exemplo, a tecnologia de fermentar o repolho foi trazida da China para a Europa durante o século XIII, quando o produto final foi chamado de sauerkraut e traduzido para o português como chucrute (PFOHL, 1983 apud YANG et al., 2020). Atualmente, o chucrute é considerado um prato típico da culinária alemã, mas consumido em todo o mundo. Além disso, em outras partes do mundo, como na Indonésia, Índia, Taiwan e China, o consumo de frutas como cereja, manga, pêssego, entre outras, é comum (MONIKA et al., 2017; BEHERA et al., 2020). Já no Brasil, o pepino, o repolho e a azeitona são as hortaliças mais utilizadas na preparação de vegetais fermentados, no entanto outros vegetais também são apreciados, tais como a cebola, o rabanete, a couve-flor e a pimenta. As características sensoriais desses produtos são, em grande parte, resultado da atividade de microrganismos fermentativos, das enzimas microbianas, enzimas endógenas do vegetal e dos metabólitos produzidos, que proporcionam características únicas a esses produtos.


			A fermentação de vegetais, em geral, se dá pela ação das bactérias ácido-lácticas (BAL), autóctones ou intencionalmente adicionadas na forma de culturas iniciadoras, que promovem a acidificação do produto, o abaixamento do pH e a inibição do desenvolvimento de microrganismos indesejáveis. Dentre as principais BAL envolvidas nos processos fermentativos dos vegetais, destacam-se os gêneros Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus e Enterococcus.


			Durante o processo fermentativo, a produção de substâncias antimicrobianas por BAL, como ácidos orgânicos (ácido láctico, ácido acético), bacteriocinas, peptidoglicanos e peróxido de hidrogênio, são benéficos para a exclusão competitiva de patógenos de origem alimentar e de microrganismos deteriorantes, contribuindo para a preservação dos vegetais fermentados. Além disso, a presença de uma microbiota diversificada em vegetais fermentados está, muitas vezes, associada à presença de microrganismos com potencial probiótico e à própria composição dos vegetais, que podem fornecer uma grande variedade de compostos prebióticos que estimulam o crescimento de bactérias benéficas ao organismo humano.


			Diante disso, neste capítulo, serão apresentados os principais microrganismos e as operações envolvidas no processamento de vegetais fermentados, destacando a importância das BAL na obtenção de produtos de qualidade nutricional, sensorial e microbiológica. Por fim, serão apresentados aspectos relacionados com a bioquímica da fermentação, assim como tendências e perspectivas futuras.


			
2. MICRORGANISMOS


			Tradicionalmente, dentre os principais microrganismos envolvidos nos processos fermentativos para a produção de vegetais fermentados, estão as BAL. As principais fontes dessas bactérias são água de irrigação, o solo, bem como água de lavagem no pré-processamento e os equipamentos utilizados no processamento (PÉREZ-DÍAZ et al., 2017).


			As principais BAL isoladas a partir de fermentações tradicionais em vegetais fermentados pertencem às famílias Enterococcaceae e Lactobacillaceae e aos gêneros Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus e Enterococcus. De uma forma geral, os gêneros Leuconostoc e Lactobacillus são predominantes no início da fermentação. Posteriormente, Lactobacillus e Pediococcus são os gêneros dominantes, sendo o gênero Pediococcus prevalente nos estágios finais da fermentação.


			No decorrer da fermentação, as bactérias Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae são eliminadas e/ou têm seu crescimento inibido. Já o crescimento das leveduras oxidativas e superficiais deve ser controlado através de condições anaeróbias de fermentação, pois elas utilizam ácido láctico, promovendo elevação do pH e comprometendo a qualidade do produto. No que diz respeito à segurança dos alimentos, ao final do processo não é tolerada a presença de Enterobacteriaceae, assim como o crescimento do Clostridium botulinum deve ser prevenido. Essas condições são alcançadas quando o processo fermentativo se desenvolve de maneira correta, ou seja, o pH inferior a 4,5 é facilmente atingido, promovendo a segurança microbiológica desses alimentos.


			A fermentação de vegetais realizada de maneira artesanal ocorre através de fermentação tradicional. No entanto, atualmente, estirpes de Lactobacillus sp. têm sido utilizadas como culturas iniciadoras, garantindo qualidade, segurança e produção em larga escala. O quadro 1 apresenta algumas espécies de BAL relatadas em estudos com vegetais fermentados.
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							Leuconostoc mesenteroides 


						

							

							Couve-flor, azeitonas, chucrute


						

							

							Paramithiotis, Hondrodimou e Drosinos (2010); Tassou, Panagou e Katsaboxakis (2002); Yang et al. (2020)


						

					


					

							

							Lactiplantibacillus plantarum


						

							

							Couve-flor, azeitonas, chucrute, pepino, manga


						

							

							Paramithiotis, Hondrodimou e Drosinos (2010); Tassou, Panagou e Katsaboxakis (2002); Randazzo et al. (2004); Yang et al. (2020); Wouters et al. (2012); Monika et al. (2017)


						

					


					

							

							Levilactobacillus brevis 


						

							

							Azeitonas, pepino, chucrute, couve-flor


						

							

							Tassou, Panagou e Katsaboxakis (2002); Randazzo et al. (2004); Wouters et al. (2012)


						

					


					

							

							Lactobacillus pentosus


						

							

							Azeitonas


						

							

							Tassou, Panagou e Katsaboxakis (2002)


						

					


					

							

							Lactococcus lactis 


						

							

							Pimenta


						

							

							Monika et al. (2017)


						

					


					

							

							Lacticaseibacillus casei 


						

							

							Chucrute, azeitona


						

							

							Yang et al. (2020); Randazzo et al. (2004)


						

					


					

							

							Lacticaseibacillus paracasei


						

							

							Chucrute


						

							

							Yang et al. (2020)


						

					


					

							

							Leuconostoc lactis


						

							

							Chucrute


						

							

							Yang et al. (2020)


						

					


					

							

							Weissella cibaria


						

							

							Chucrute


						

							

							Yang et al. (2020)


						

					


					

							

							Enterococcus faecium


						

							

							Azeitonas, couve-flor


						

							

							Randazzo et al. (2004); Paramithiotis, Hondrodimou e Drosinos (2010)


						

					


					

							

							Enterococcus faecalis


						

							

							Couve-flor, pimenta, pêssego


						

							

							Paramithiotis, Hondrodimou e Drosinos (2010); Monika et al. (2017)


						

					


				

			


			Quadro 1. Exemplos de espécies de bactérias ácido-lácticas (BAL)
 relatadas em fermentação tradicional de vegetais.


			
3. FLUXOGRAMA DE PROCESSO


			O processo de elaboração de vegetais fermentados, também conhecido como picles fermentados, envolve o desenvolvimento de BAL, as quais desdobram os açúcares próprios dos vegetais e formam o ácido láctico, sendo que a fermentação pode ser realizada de duas maneiras: através da fermentação espontânea ou pela adição de culturas iniciadoras. Além disso, a produção da maioria dos vegetais fermentados envolve a adição de sal, que possui papel fundamental no controle dos microrganismos que atuam durante o processo fermentativo. Esse processo é conhecido como salga e pode ser realizado através de salga úmida (salmoura) ou seca.


			Uma etapa de sanitização dos vegetais pode ser realizada antes da fermentação, normalmente através do uso de solução de água clorada (~100 ppm), quando são utilizadas culturas iniciadoras. Além disso, a operação de branqueamento também pode ser aplicada. No entanto, na fermentação tradicional, a microbiota naturalmente presente nos vegetais é necessária para que ocorra o processo fermentativo, ou seja, as operações de sanitização e branqueamento não devem ser aplicadas.


			Dentre os fatores relacionados ao processamento de vegetais fermentados, a ausência de ar e a concentração adequada de sal são as que mais influenciam na microbiota do produto. Assim, deve ser garantida a retirada de ar do interior dos recipientes, impedindo o desenvolvimento de microrganismos aeróbicos e, ao mesmo tempo, garantindo condições favoráveis às BAL.


			3.1. PEPINO FERMENTADO


			Dentre as matérias-primas vegetais, o pepino é uma das mais utilizadas na produção de vegetais fermentados através da salga úmida. A salga úmida é a mais utilizada na produção de vegetais fermentados, através da imersão em uma solução de salmoura que pode variar entre 15 e 20%. Nesse processo, o açúcar e a água presentes nos vegetais são diluídos na salmoura, enquanto o sal é incorporado pelos vegetais devido ao processo de osmose, diminuindo a concentração de sal da salmoura. A fim de manter a concentração de sal, para que a fermentação ocorra corretamente, mais sal deve ser adicionado à salmoura. Se a concentração de sal cair abaixo de 12%, poderá resultar em deterioração dos vegetais. Em seguida, inicia-se o processo de fermentação, no qual as BAL se desenvolvem e produzem ácido láctico. É importante que a temperatura de fermentação fique na faixa de 18 °C a 22 °C. A fermentação leva aproximadamente quatro semanas e está completa quando não aparecem mais bolhas de CO2 (BATTCOCK; AZAM-ALI, 1988; GOLDONI, GOLDONI, 2001).
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