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RESUMO

O consumo de pizzas prontas au-
mentou nos últimos anos dado à pra-
ticidade do produto e ao baixo custo e 
valor nutritivo. Aliado a isso, o consu-
midor demanda alimentos mais segu-
ros, despertando o interesse pelo uso 
de conservantes naturais. Este traba-
lho visou estudar o modo de aplicação 
do conservador na massa de pizza em-
pregando diferentes atmosferas, a fim 
de aumentar a vida útil do produto. 
Um conservador natural foi utilizado, 
a partir da biomassa fermentada de 
farelo arroz, para inibir o crescimento 
fúngico, visando um produto de maior 
valor nutricional. A extração dos 
compostos fenólicos foi obtida a par-
tir do farelo de arroz fermentado com 
Rhyzopus oryzae, utilizando o meta-
nol como solvente e quantificados 
colorimetricamente com reagente de 
Folin-Ciocalteau. Na fermentação, o 
substrato foi acondicionado em bior-
reatores de bandeja e autoclavados 
para adição da solução nutriente e de 
esporos cuja concentração inicial foi 

de 4x106 esporos.g-1 de farelo do fun-
go. Os extratos foram aplicados para 
a inibição do crescimento fúngico na 
concentração média de 5,75 mg.g-1 
adquiridas no comércio local. A mas-
sa de pizza tratada com o conservador 
produzido e armazenada em embala-
gem normal, apresentou maior tempo 
de vida útil, tornando o produto mais 
adequado para garantir sua segurança.
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ABSTRACT

The consumption of ready-made 
pizzas increased in recent years given 
the product practicality and low cost 
and nutritional value. Allied to this, 
consumers demand safer, awakening 
interest in the use of natural conserva-
tives. This work aims to study the con-
servative mode of application in pizza 
dough using different atmospheres in 
order to extend the life of the product. 
A natural conservative was used, the 
biomass from the fermented rice bran 
to inhibit fungal growth, targeting a 

product with higher nutritional val-
ue. The extraction of phenolic com-
pounds was obtained from fermented 
rice bran with Rhyzopus oryzae, using 
methanol as solvent, and quantitated 
colorimetrically by the Folin-Ciocal-
teu method. In fermentation, the sub-
strate was placed in tray bioreactors 
and autoclaved for adding nutrient 
solution and spores whose initial con-
centration was 4x106 spores.g -1fungus 
bran. The extracts were applied for 
inhibiting fungal growth in the mean 
concentration of 5.75 mg.g-1 acquired 
in the local market. The pizza dough 
treated with conservative produced 
and stored in normal packaging, had 
higher lifetime, making the most suit-
able product to ensure food safety.

Keywords: Fermentation. Natural 
conservatives. Packing.

INTRODUÇÃO

A preocupação com a segurança 
alimentar vem norteando a busca 
por conservantes naturais na forma 
nativa ou extraídos de suas fontes, 
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podendo ser aplicados aos próprios 
derivados. Estudos estão voltados 
para a identificação e purificação de 
novos compostos com atividade an-
tifúngica que possam atuar sozinhos 
ou sinergisticamente, minimizando 
a deterioração e o uso dos antifúngi-
cos químicos em alimentos (BRUL; 
KLIS, 1999).

Deste modo, aditivos químicos 
vêm sendo substituídos, com maior 
frequência, por conservadores na-
turais pois, além de enriquecer com 
nutrientes o produto, podem prevenir 
a deterioração microbiana, como for-
ma de aumentar a vida útil e garantir 
a segurança dos alimentos. No caso 
especifico da redução da deteriora-
ção causada por fungos, a utiliza-
ção de compostos naturais com ação 
antifúngica é uma alternativa inte-
ressante (TASSOU; DROSINOS; 
NYCHAS, 1995).

Os compostos fenólicos presentes 
em tecidos vegetais podem inibir o 
desenvolvimento fúngico e a produ-
ção de micotoxinas que se localizam 
especialmente nos tecidos externos 
que têm papel de proteção da estru-
tura (SOUZA et al.,2010). Com essa 
propriedade, destacam-se os ácidos 
fenólicos e seus derivados presentes 
em vegetais. Dentre as funções pro-
tetoras destes compostos, especial-
mente no caso de cereais, a ação an-
tifúngica é frequentemente buscada 
para aplicação em alimentos suscep-
tíveis à contaminação fúngica (OLI-
VEIRA et al., 2007). Sendo assim, 
encontram-se o arroz e seus deriva-
dos de beneficiamento, que são ricos 
em ácido ferúlico e cumárico (OLI-
VEIRA; BADIALE-FURLONG, 
2008; WANG et al., 2005).

Com os avanços e as mudanças 
do mundo moderno, os consumido-
res tendem a buscar a facilidade no 
preparo de alimentos, gerando, na 
indústria, a necessidade de uma cres-
cente produção de alimentos prontos 
e semi-prontos, como a pizza que 
consiste em um dos alimentos mais 

consumidos nos últimos anos devido 
à praticidade do produto, contudo, 
sofre intensa manipulação durante o 
processamento, o que contribui para 
sua contaminação, perda de qualida-
de e um intervalo restrito de vida útil. 
Por esse motivo, a perda é dependen-
te de vários fatores, bem como, a 
composição, embalagem e condições 
de estocagem do alimento (OLIVEI-
RA; BADIALE-FURLONG, 2004; 
WANG et al., 2005).

Este trabalho consistiu em anali-
sar a inibição do crescimento fúngi-
co utilizando um composto natural 
a partir da biomassa fermentada de 
farelo de arroz, a fim de aumentar a 
vida útil de massas de pizza visando 
um produto de maior valor nutricio-
nal e funcional.

MATERIAL E MÉTODOS

Farelo de arroz
O farelo de arroz integral com 

granulometria padronizada de 32 
mesh foi fornecido por uma agroin-
dústria beneficiadora de arroz da 
região.

A biomassa de Rhizopus oryzae 
CCT 7560 (Banco de Colônias da 
Fundação Tropical André Tosello) 
foi cultivada em substrato farelo de 
arroz integral. As culturas foram 
mantidas em Ágar Batata-dextrose a 
4°C e os esporos incubados durante 
7 dias a 30°C. Para a realização da 
fermentação, foi empregada uma so-
lução de esporos de 4×106 esporos.
mL-1 obtidos dos esporos dos meios 
de cultura com solução 0,2% de 
Tween 80, filtração e enumeração 
de esporos em câmara de Neubauer.

Condições de extração do con-
servador 

A extração dos compostos fenóli-
cos foi realizada a frio com metanol 
e a biomassa fermentada, sob agita-
ção orbital de 160 rpm, durante 2h 
à temperatura ambiente, seguida de 
partição com hexano, clarificação 

com hidróxido de bário 0,1M e sul-
fato de zinco 5%, centrifugação e 
filtração. Os extratos metanólicos 
foram secos em rotaevaporador, 
ressuspensos em etanol 40% e apli-
cados como conservadores nas mas-
sas de pizza. O conteúdo de fenóis 
totais foi determinado por meio do 
método espectrofotométrico de Fo-
lin-Ciocalteau, tendo como padrão 
o ácido ferúlico (1,7 a 12,2 µg mL-1) 
(SOUZA et al., 2010).

Os indicativos de qualidade do 
produto foram avaliados de acor-
do com a umidade, pH e acidez 
(AOAC, 2000), a determinação do 
conteúdo de glicosamina (AIDOO, 
1981), enumeração de bolores e 
leveduras (NELSON; TOUSSON; 
MARASAS, 1983) realizadas a 
cada 5 dias durante 15 dias, utili-
zadas como indicativo de ação dos 
conservadores nas diferentes emba-
lagens aplicadas.

Aplicação do conservador
As massas de pizzas foram adqui-

ridas do comercio local, sob os cui-
dados adequados de higienização. A 
aplicação do conservador na massa 
de pizza foi estudada adicionando 
como ingrediente (0,05%) ou borri-
fando após o forneamento nas mes-
mas proporções, comparados entre si 
e com o controle (etanol 40%). Além 
disso, foram testadas embalagens de 
polietileno (0,12mm) em condições 
sob vácuo, atmosfera normal e at-
mosfera de nitrogênio armazenados 
a temperatura ambiente (25°C) até 
o produto apresentar contaminação 
fúngica perceptível a olho nu. Por 
fim, foi avaliado o efeito nas res-
postas durante o armazenamento das 
massas de pizza, preparadas com o 
conservador natural (extrato fenóli-
co), químico (propionato de cálcio) e 
um controle (solução alcoólica sem 
conservador), comparando a ativi-
dade inibitória no desenvolvimento 
fúngico que cada conservador oca-
sionava nas massas.
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Análise estatística
As determinações foram realiza-

das em triplicata e a significância das 
diferenças dos resultados foi estima-
da estatisticamente por ANOVA se-
guido por teste de médias conforme 
Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A obtenção dos compostos fenóli-
cos liberados pelo micro-organismo 
a partir da degradação dos compo-
nentes do farelo foi realizada por 
meio da fermentação em estado só-
lido. A Tabela 1 apresenta os resul-
tados levantados sobre o conteúdo de 
compostos fenólicos totais (CFT) ex-
traídos da biomassa fermentada com 
etanol 40%.

A maior quantidade de compostos 
fenólicos ocorre devido à ruptura da 
lignina presente na parede celular do 
substrato, farelo de arroz. A diminui-
ção dos seus níveis ocorre pela con-
tinuidade da degradação da estrutura 
fenólica liberando outros compostos 
derivados durante a multiplicação 
fúngica (SCHMIDT et al., 2014). 
Portanto, em 24 h de fermentação o 

Tabela 1 - Rendimento dos compostos fenólicos totais solúveis em etanol 40%.

Tempo de fermentação CFTetanol (mg/gbiomassa)
0 h 1,68 + 0,02d

24 h 2,45 + 0,04a

48 h 2,44 + 0,01a

72 h 2,33 + 0,05b

96 h 2,04 + 0,03c

Média + desvio padrão. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa (p < 0,05).

CFT apresentou um aumento signi-
ficativo (p<0,05) quando atingiu seu 
maior rendimento na biomassa fún-
gica (2,5 mg/g

biomassa
). Após este in-

tervalo, compostos produzidos pela 
multiplicação fúngica podem ter li-
berado outros compostos derivados 
de fenóis (OLIVEIRA, 2009). Além 
disso, não apresentou diferença sig-
nificativa entre os tempos de 24h e 
48h de fermentação.

Considerando a abundância dos 
compostos fenólicos extraídos foi 
avaliada a aplicação do conservador 
na pizza, adicionado como ingredien-
te (0,05%) ou borrifando após o for-
neamento nas mesmas proporções. 
Em ambos, as pizzas foram armaze-
nadas em embalagens de polietileno 
(0,12mm) em atmosfera normal. Em 
primeiro lugar, foi realizada a enu-
meração de bolores e leveduras nas 
amostras (Tabela 2), sendo este um 
indicativo do crescimento fúngico.

A contaminação fúngica só foi 
detectável a partir do quinto dia de 
armazenamento e foi definida como 
incontável quando apresentava va-
lores maiores que 9x106 UFC.g-1. 
Após o quinto dia os conservadores 

estudados apresentaram menores ní-
veis de contaminação em compara-
ção ao controle, sendo que nas amos-
tras tratadas pós forneamento foram 
detectados os menores níveis de con-
taminação fúngica, destacando-se o 
CFT como melhor conservador, visto 
que os teores de UFC permaneceram 
próximos a 6x105 UFC.g-1 até o 15° 
dia de armazenamento enquanto que 
para o controle e conservador quími-
co foram ambos de 8x106 UFC.g-1. 

Este fato também demonstra que 
o conservador CFT, em relação ao 
conservador químico, é mais ade-
quado para conservação por períodos 
mais longos, desde que empregado 
após o tratamento térmico. No entan-
to, comparando-se os resultados com 
os valores máximos permitidos pela 
legislação - Portaria nº 451, de 19 de 
setembro de 1997 (ANVISA, 2011), 
foi observado que, já no quinto dia, 
todas as massas estavam fora do pa-
drão de qualidade aceitável, pois ex-
cederam o valor 5x103 UFC.g-1, suge-
rindo que as amostras possuem uma 
contaminação inicial elevada e que 
os conservadores apenas diminuem 
a velocidade de proliferação dos 

Tabela 2 - Enumeração de bolores e leveduras (104 UFC.g-1) nas massas de pizza com diferentes tratamentos.

Intervalo  
(dia)

Controle
(pré)

Controle
(pós)

Propiônico
(pré)

Propiônico
(pós)

CFT
(pré)

CFT
(pós)

1 0 0 0 0 0 0

5 3,23 0 1,61 1,21 5,24 4,84

10 786 117 68,1 67,7 266 53,2

15 847 847 847 847 677 58,1
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micro-organismos porém não têm a 
capacidade de destruí-los, atuando 
como fungistáticos. 

No armazenamento, a temperatura 
ambiente na época do estudo estava 
em torno de 15°C, que ao mesmo 
tempo limita a multiplicação micro-
biana, porém não impede a absorção 
de umidade do meio. Assim a su-
perfície da massa ficou umedecida 
e viscosa propiciando o aumento da 
contaminação fúngica. Apesar da 
temperatura, ao longo dos 15 dias 
as amostras apresentaram em média 
28% de umidade. 

As melhores condições do proces-
so foram obtidas aplicando o conser-
vador natural pós forneamento, sendo 
assim foi necessário avaliar o empre-
go de diferentes embalagens para as 
massas de pizza nas mesmas condi-
ções de aplicação dos conservadores 
em estudo. Nessas condições, o uso 
do teor de glicosamina foi escolhido 
como um indicativo do crescimen-
to fúngico, visto que este composto 
constitui a unidade monomérica da 
parede celular fúngica (OLIVEIRA 
et al., 2009; SOUZA et al., 2011). A 
Tabela 3 apresenta a contaminação 
fúngica das massas de pizza armaze-
nadas em embalagens de polietileno 
nas condições sob vácuo, atmosfera 
normal e atmosfera de nitrogênio.

As amostras com aplicação de 
CFT em atmosfera normal, durante o 
armazenamento, obtiveram menores 
valores, em relação aos demais tra-
tamentos reforçando sua adequação 
para o armazenamento prolonga-
do.   

O teor de glicosamina nas amos-
tras foi mantido ao longo do arma-
zenamento, exceto no 15° dia pois 
os micro-organismos, aparentemen-
te, passaram a fase de esporulação, 
não expandindo a produção de com-
ponentes de parede celular. Esta 
situação sugere que as condições 
higienicossanitárias durante o pro-
cessamento do produto, embalagem 
e armazenamento, contribuíram para 
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a impossibilidade de que as amostras 
apresentassem maior tempo de arma-
zenamento.

Em relação à enumeração de bo-
lores e leveduras, nenhuma das mas-
sas de pizza analisadas durante os 
primeiros dias de armazenamento 
apresentaram valores acima do limi-
te proposto pela Portaria n° 451 da 
Secretaria de Vigilância Sanitária. 
Após esse período, as amostras ar-
mazenadas em diferentes atmosferas 
apresentaram contagens superiores 
ao limite permitido (104 UFC.g-1). O 
armazenamento das massas à tempe-
ratura ambiente favoreceu o desen-
volvimento dos micro-organismos, 
esta situação sugere que as condições 
higienicossanitárias durante o pro-
cessamento do produto, embalagem 
e armazenamento, contribuíram para 
a impossibilidade de que as amostras 
chegassem ao final do prazo de vali-
dade (PINHO; MACHADO; FUR-
LONG, 2001). Estudos anteriores 
realizados em amostras comercias de 
massas de pizzas apontam que mais 
de 50% das amostras estão contami-
nadas por bolores e leveduras (FER-
NANDES; CONCEIÇÃO; SOUZA, 
1997; SOUZA; PEREIRA; COLEN, 
1997).

Os valores de pH nas amostras estu-
dadas ficaram dentro da faixa de 5,2 a 
5,6 para produtos de panificação, nos 
diferentes tipos de armazenamento. 
Por fim, ao longo do armazenamento 
foi possível observar alterações sen-
soriais nas massas, quanto à textura, 
maciez, odor e aparência.

CONCLUSÃO 

A melhor condição de armazena-
mento das pizzas foi quando utilizada 
a embalagem normal de polietileno 
(0,12mm). Comparando a eficiência 
dos conservadores, o emprego do 
extrato fenólico borrifado pós forne-
amento foi o mais eficaz em relação 
ao propionato de cálcio (químico) du-
rante um período de 15 dias.
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