Higiene Alimentar - Vol.30 - n® 258/259 - Julho/Agosto de 2016

APLICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS
EXTRAIDOS DE FONTES NATURAIS EM MASSA DE
PIZZA: QUALIDADE E ARMAZENAMENTO.

Cristiana Costa Bretanha =
Anelise Christ Ribeiro
Gregory Giacobbo Luz

Michele Moraes de Souza
Eliana Badiale-Furlong

Universidade Federal do Rio Grande, Rio Grande — RS.

RESUMO

O consumo de pizzas prontas au-
mentou nos ultimos anos dado a 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-
Iho visou estudar o modo de aplicagao
do conservador na massa de pizza em-
pregando diferentes atmosferas, a fim
de aumentar a vida ttil do produto.
Um conservador natural foi utilizado,
a partir da biomassa fermentada de
farelo arroz, para inibir o crescimento
fingico, visando um produto de maior
valor nutricional. A extracdo dos
compostos fendlicos 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 fermentagao, o
substrato foi acondicionado em bior-
reatores de bandeja e autoclavados
para adicdo da solugdo nutriente e de
esporos cuja concentracdo inicial foi
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de 4x10° esporos.g™! de farelo do fun-
go. Os extratos foram aplicados para
a inibicdo do crescimento fungico na
concentragdo média de 5,75 mg.g’
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 util, tornando o produto mais
adequado para garantir sua seguranca.

Palavras-chave: Fermentagdo.
Conservantes naturais. Embalagens.

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
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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 4x10° spores.g ' fungus
bran. The extracts were applied for
inhibiting fungal growth in the mean
concentration of 5.75 mg.g" 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.

INTRODUCAOQ

A preocupacdo com a seguranca
alimentar vem norteando a busca
por conservantes naturais na forma
nativa ou extraidos de suas fontes,



PESQUISA

podendo ser aplicados aos préprios
derivados. Estudos estdo voltados
para a identificacdo e purificagdo de
novos compostos com atividade an-
tiflingica que possam atuar sozinhos
ou sinergisticamente, minimizando
a deterioracdo e o uso dos antifiingi-
cos quimicos em alimentos (BRUL;
KLIS, 1999).

Deste modo, aditivos quimicos
vém sendo substituidos, com maior
frequéncia, por conservadores na-
turais pois, além de enriquecer com
nutrientes o produto, podem prevenir
a deteriorag@o microbiana, como for-
ma de aumentar a vida 1til e garantir
a seguranca dos alimentos. No caso
especifico da reducdo da deteriora-
¢do causada por fungos, a utiliza-
cdo de compostos naturais com a¢ao
antifingica € uma alternativa inte-
ressante (TASSOU; DROSINOS;
NYCHAS, 1995).

Os compostos fendlicos presentes
em tecidos vegetais podem inibir o
desenvolvimento fingico e a produ-
cdo de micotoxinas que se localizam
especialmente nos tecidos externos
que tém papel de protecdo da estru-
tura (SOUZA et al.,2010). Com essa
propriedade, destacam-se os dcidos
fendlicos e seus derivados presentes
em vegetais. Dentre as funcdes pro-
tetoras destes compostos, especial-
mente no caso de cereais, a acio an-
tiftingica € frequentemente buscada
para aplicagdo em alimentos suscep-
tiveis a contaminagdo fingica (OLI-
VEIRA et al., 2007). Sendo assim,
encontram-se o arroz e seus deriva-
dos de beneficiamento, que sdo ricos
em 4dcido ferdlico e cumadrico (OLI-
VEIRA;  BADIALE-FURLONG,
2008; WANG et al., 2005).

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

consumidos nos dltimos anos devido
a praticidade do produto, contudo,
sofre intensa manipulacdo durante o
processamento, o que contribui para
sua contaminacao, perda de qualida-
de e um intervalo restrito de vida ttil.
Por esse motivo, a perda é dependen-
te de varios fatores, bem como, a
composi¢do, embalagem e condic¢des
de estocagem do alimento (OLIVEI-
RA; BADIALE-FURLONG, 2004;
WANG et al., 2005).

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

MATERIAL E METODOS

Farelo de arroz

O farelo de arroz integral com
granulometria padronizada de 32
mesh foi fornecido por uma agroin-
dastria beneficiadora de arroz da
regido.

A biomassa de Rhizopus oryzae
CCT 7560 (Banco de Colonias da
Fundagdo Tropical André Tosello)
foi cultivada em substrato farelo de
arroz integral. As culturas foram
mantidas em Agar Batata-dextrose a
4°C e os esporos incubados durante
7 dias a 30°C. Para a realizagao da
fermentacao, foi empregada uma so-
lug¢do de esporos de 4x10° esporos.
mL! obtidos dos esporos dos meios
de cultura com solucdo 0,2% de
Tween 80, filtragdo e enumeracdo
de esporos em camara de Neubauer.

Condicoes de extracio do con-
servador

A extragdo dos compostos fendli-
cos foi realizada a frio com metanol
e a biomassa fermentada, sob agita-
cao orbital de 160 rpm, durante 2h
a temperatura ambiente, seguida de
particdo com hexano, clarificacdo
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com hidréxido de bario 0,1M e sul-
fato de zinco 5%, centrifugacio e
filtragdo. Os extratos metandlicos
foram secos em rotaevaporador,
ressuspensos em etanol 40% e apli-
cados como conservadores nas mas-
sas de pizza. O conteido de fendis
totais foi determinado por meio do
método espectrofotométrico de Fo-
lin-Ciocalteau, tendo como padrio
o 4cido ferdlico (1,7 a 12,2 uyg mL')
(SOUZA et al., 2010).

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

Aplicacao do conservador

As massas de pizzas foram adqui-
ridas do comercio local, sob os cui-
dados adequados de higienizacdo. A
aplicacdo do conservador na massa
de pizza foi estudada adicionando
como ingrediente (0,05%) ou borri-
fando apds o forneamento nas mes-
mas propor¢des, comparados entre si
e com o controle (etanol 40%). Além
disso, foram testadas embalagens de
polietileno (0,12mm) em condi¢des
sob vacuo, atmosfera normal e at-
mosfera de nitrogénio armazenados
a temperatura ambiente (25°C) até
o produto apresentar contaminacio
fingica perceptivel 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 fendli-
c0), quimico (propionato de célcio) e
um controle (solucdo alcodlica sem
conservador), comparando a ativi-
dade inibitéria no desenvolvimento
fingico que cada conservador oca-
sionava nas massas.
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Analise estatistica

As determinacdes foram realiza-
das em triplicata e a significancia das
diferencas dos resultados foi estima-
da estatisticamente por ANOVA se-
guido por teste de médias conforme
Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

A obtenc¢do dos compostos fendli-
cos liberados pelo micro-organismo
a partir da degradagdo dos compo-
nentes do farelo foi realizada por
meio da fermentacdo em estado so-
lido. A Tabela 1 apresenta os resul-
tados levantados sobre o contetido de
compostos fendlicos totais (CFT) ex-
traidos da biomassa fermentada com
etanol 40%.

A maior quantidade de compostos
fendlicos ocorre devido a ruptura da
lignina presente na parede celular do
substrato, farelo de arroz. A diminui-
¢ao dos seus niveis ocorre pela con-
tinuidade da degradagdo da estrutura
fendlica liberando outros compostos
derivados durante a multiplicacdo
fingica (SCHMIDT et al., 2014).
Portanto, em 24 h de fermentacdo o

CFT apresentou um aumento signi-
ficativo (p<0,05) quando atingiu seu
maior rendimento na biomassa fln-
gica (2,5 mg/g,, ). ApOs este in-
tervalo, compostos produzidos pela
multiplicacdo fingica podem ter li-
berado outros compostos derivados
de fendis (OLIVEIRA, 2009). Além
disso, ndo apresentou diferenca sig-
nificativa entre os tempos de 24h e
48h de fermentagdo.

Considerando a abundancia dos
compostos fendlicos extraidos foi
avaliada a aplicacdo do conservador
na pizza, adicionado como ingredien-
te (0,05%) ou borrifando apds o for-
neamento nas mesmas proporcoes.
Em ambos, as pizzas foram armaze-
nadas em embalagens de polietileno
(0,12mm) em atmosfera normal. Em
primeiro lugar, foi realizada a enu-
meracdo de bolores e leveduras nas
amostras (Tabela 2), sendo este um
indicativo do crescimento fungico.

A contaminacdo fingica s6 foi
detectdvel a partir do quinto dia de
armazenamento e foi definida como
incontdvel quando apresentava va-
lores maiores que 9x10° UFC.g".
Ap6s o quinto dia os conservadores

Tahela 1 - Rendimento dos compostos fendlicos totais soltveis em etanol 40%.

estudados apresentaram menores ni-
veis de contaminagcdo em compara-
¢d0 ao controle, sendo que nas amos-
tras tratadas pds forneamento foram
detectados os menores niveis de con-
taminacdo flngica, destacando-se o
CFT como melhor conservador, visto
que os teores de UFC permaneceram
préximos a 6x10° UFC.g"! até o 15°
dia de armazenamento enquanto que
para o controle e conservador quimi-
co foram ambos de 8x10° UFC.g.
Este fato também demonstra que
o conservador CFT, em relagdo ao
conservador quimico, € mais ade-
quado para conservacdo por periodos
mais longos, desde que empregado
apos o tratamento térmico. No entan-
to, comparando-se os resultados com
os valores maximos permitidos pela
legislagdo - Portaria n° 451, de 19 de
setembro de 1997 (ANVISA, 2011),
foi observado que, ji no quinto dia,
todas as massas estavam fora do pa-
drao de qualidade aceitavel, pois ex-
cederam o valor 5x10*UFC.g!, suge-
rindo que as amostras possuem uma
contaminacio inicial elevada e que
os conservadores apenas diminuem
a velocidade de proliferacdo dos

Tempo de fermentacao

CFTMannI (mg/gL )

0h
24 h
48 h
72 h
96 h

1,68 + 0,02
2,45 + 0,042
2,44 + 0,012
2,33 + 0,05
2,04 + 0,03

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

Tabela 2 - Enumeracao de bolores e leveduras (10 UFC.g1) nas massas de pizza com diferentes tratamentos.

Intervalo Controle Controle Propidnico Propidnico CFT CFT
(dia) (pré) (pds) (pré) (pds) (pré) (pds)
1 0 0 0 0 0
5 3,23 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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Tabela 3 - Avaliagao da contaminagdo flngica em pizzas embaladas sob diferentes atmosferas e conservadores.

CFT

Vacuo

Propidnico

Controle

Intervalo

Normal

NZ
5,014
1,006
7,008

2’0b,D,E

Vacuo Normal
5,0f,A
3’0b,E

7,0a,E
G’Oa,A,B

Vacuo Normal N,
5,004

NZ

(dia)

5’Of,A
2,000

5,014
6,0:2
4,000
2,008
ND
0,15
07
25

5,0f,A
4,00
4,000

5,0f,A
S’Ob,E,F

5 , Of,A

2’0b,F,G

5’0f,A
6’0a,A
7,0a,C,E

10

ND
5,0a,B,D

50

Glicosamina
(no/g)

G’Oa,B,C

10° 7,000¢ 9,00

15°

10

5,0:¢

6,024
ND
0,06
2,5
2,5

3’0b,D,E

6,0a,B,C

3,000

370b,D,E

ND
0,04

ND
1,0
1,6
2,5

ND
0,46

ND

0,11

ND
0,13

ND
ND
0,71

ND
ND
2,5
2,5

Enumeracao

50

de bolores e

2,5
2,5

1,7
2,5

2,4

2,5

2,5
2,5

10°
15°

Leveduras

2,5

(10*UFC/g)
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Letras iguais e maidsculas na mesma linha e letras iguais e mindsculas na mesma coluna indicam que nao ha diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de

Tukey (o < 0,05).

detectave

de nitrogénio, ND= ndo

a0

Embalagem com aplicag

N,=

micro-organismos porém nao t€m a
capacidade de destrui-los, atuando
como fungistaticos.

No armazenamento, a temperatura
ambiente na época do estudo estava
em torno de 15°C, que ao mesmo
tempo limita a multiplicacdo micro-
biana, porém nao impede a absor¢do
de umidade do meio. Assim a su-
perficie da massa ficou umedecida
e viscosa propiciando o aumento da
contaminacdo fungica. Apesar da
temperatura, ao longo dos 15 dias
as amostras apresentaram em média
28% de umidade.

As melhores condi¢des do proces-
so foram obtidas aplicando o conser-
vador natural pés forneamento, sendo
assim foi necessario avaliar o empre-
go de diferentes embalagens para as
massas de pizza nas mesmas condi-
¢Oes de aplicacdo dos conservadores
em estudo. Nessas condi¢des, 0 uso
do teor de glicosamina foi escolhido
como um indicativo do crescimen-
to fungico, visto que este composto
constitui a unidade monomérica da
parede celular fingica (OLIVEIRA
et al., 2009; SOUZA et al., 2011). A
Tabela 3 apresenta a contaminacio
fingica das massas de pizza armaze-
nadas em embalagens de polietileno
nas condi¢des sob vacuo, atmosfera
normal e atmosfera de nitrogénio.

As amostras com aplicacdo de
CFT em atmosfera normal, durante o
armazenamento, obtiveram menores
valores, em relacdo aos demais tra-
tamentos reforcando sua adequacio
para o armazenamento prolonga-
do.

O teor de glicosamina nas amos-
tras foi mantido ao longo do arma-
zenamento, exceto no 15° dia pois
0S micro-organismos, aparentemen-
te, passaram a fase de esporulagdo,
nao expandindo a producio de com-
ponentes de parede celular. Esta
situacdo sugere que as condigdes
higienicossanitdrias durante o pro-
cessamento do produto, embalagem
e armazenamento, contribuiram para
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a impossibilidade de que as amostras
apresentassem maior tempo de arma-
zenamento.

Em relacdo a enumeracdo 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 Vigilancia Sanitaria.
Apoés esse periodo, as amostras ar-
mazenadas em diferentes atmosferas
apresentaram contagens superiores
ao limite permitido (10* UFC.g"). O
armazenamento das massas a tempe-
ratura ambiente favoreceu o desen-
volvimento dos micro-organismos,
esta situacdo sugere que as condicoes
higienicossanitdrias durante o pro-
cessamento do produto, embalagem
e armazenamento, contribuiram 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 estdo contami-
nadas por bolores e leveduras (FER-
NANDES; CONCEICAO; SOUZA,
1997; SOUZA; PEREIRA; COLEN,
1997).

Os valores de pH nas amostras estu-
dadas ficaram dentro da faixade 5,2 a
5,6 para produtos de panificacdo, nos
diferentes tipos de armazenamento.
Por fim, ao longo do armazenamento
foi possivel observar alteracdes sen-
soriais nas massas, quanto a textura,
maciez, odor e aparéncia.

CONCLUSAO

A melhor condi¢do de armazena-
mento das pizzas foi quando utilizada
a embalagem normal de polietileno
(0,12mm). Comparando a eficiéncia
dos conservadores, o emprego do
extrato fendlico borrifado pds forne-
amento foi o mais eficaz em relagdo
ao propionato de célcio (quimico) du-
rante um periodo de 15 dias.
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