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RESUMO

O péao € um dos alimentos mais consumidos pela humanidade. Em sua forma fatiada, o pao
tem maior risco de deterioragcdo, uma vez que as superficies de corte podem ser contaminadas
e 0 envoltorio permite a condensacdo de umidade durante o transporte e armazenamento. Uma
desvantagem disso € que a deterioracdo microbiana acarreta perdas econémicas relevantes. O
uso de embalagem que tem a capacidade de interagir diretamente com o alimento fornece
condicdes favoraveis e caracteristicas para a melhoria da qualidade do produto embalado. Ou
seja, a incorporagdo de substancias antimicrobianas em superficies das embalagens ¢ um
conceito inovador e tem crescido bastante nas Ultimas décadas; essas embalagens sdo
denominadas ativas. Estudos envolvendo substancias antiflngicas, visando a sua utilizacdo na
conservacdo de alimento, aqueles obtidos de fontes naturais tém recebido atencdo especial,
devido as mudancas de habitos do consumidor, com isso, existe um nimero grande de
espécies vegetais que sdo consideradas antifungicas, dentre elas a atividade antimicrobiana do
alho ja se encontra bem comprovada. Deste modo, objetivou-se com este trabalho desenvolver
um saché antimicrobiano a base de extrato de alho roxo para péo de forma e avaliar a sua acao
conservante. Os sachés foram desenvolvidos em material TNT com a incorporacdo do extrato
oleoso em acetato de celulose, o extrato foi obtido dos bulbos dos alhos roxo e foram
adicionados nas concentracdes de 5 e 10%. Foi desenvolvido também um saché-controle
apenas com adicdo do acetato de celulose, e foi avaliada também a acdo antiflngica do extrato
oleoso pela inibicdo do crescimento in vitro para o fungo Penicillium spp. nas mesmas
concentragdes. Nas amostras de pédes os sachés nas duas concentracdes apresentaram baixa
ou nenhuma eficiéncia no crescimento de bolores e leveduras no sexto dia, assim como o
tratamento-controle, sendo possivel notar o aparecimento de colénias cinzas esverdeadas de
fungos. No entanto, ambas as concentraces do extrato oleoso apresentaram elevada atividade
antifungica quando testada in vitro contra o fungo Penicillium spp. expressa pelo halo de
inibicdo de 38,5 mm para concentracdo a 5% e 36 mm para concentracdo a 10%. Com esse
resultado, sugere-se que adequacgdes sejam realizadas no saché incorporado com o extrato
oleoso, pois o extrato oleoso é rico em compostos com comprovadas acdo antimicrobiana.

Palavras-chave: Conservacdo. Saché. Embalagem antimicrobiana.



ABSTRACT

Bread is one of the most consumed foods by humanity and microbial deterioration causes
significant economic losses. Traditionally sliced loaf bread is at greater risk of spoilage, as cut
surfaces can become contaminated and the wrap allows moisture to condense during transport
and storage. The use of packaging that has the ability to interact directly with the food,
providing favorable conditions and characteristics to improve the quality of the packaged
product, that is, through the incorporation of antimicrobial substances on packaging surfaces,
is an innovative concept and has grown quite a lot in recent decades; These packages are
called active. Studies involving antifungal substances, aiming at their use in food
preservation, those obtained from natural sources have received special attention, due to
changes in consumer habits, as a result, there are a large number of plant species that are
considered antifungal, including The antimicrobial activity of garlic has already been well
proven. Therefore, the objective of this work was to develop an antimicrobial sachet based on
purple garlic extract for sliced bread and evaluate its preservative action. The sachets were
developed in TNT material with the incorporation of the oily extract in cellulose acetate, the
extract was obtained from purple garlic bulbs and were added in concentrations of 5 and 10%,
a control sachet was also developed with just the addition of acetate of cellulose, the
antifungal action of the oily extract was also evaluated by inhibiting the in vitro growth of the
fungus Penicillium spp. at the same concentrations. In the bread samples, the sachets in both
concentrations showed low or no efficiency in the growth of molds and yeasts on the sixth
day; as well as the control treatment and it is possible to notice the appearance of greenish
gray colonies of fungi. However, both concentrations of the oily extract showed high
antifungal activity when tested in vitro against the fungus Penicillium spp. expressed by the
inhibition halo of 38.5 mm for 5% concentration and 36 mm for 10% concentration. With this
result, it is suggested that adjustments be made to the sachet incorporated with the oily
extract, as the oily extract is rich in compounds with proven antimicrobial action.

Key-words: Conservation. Sachet. Antimicrobial packaging.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (Brasil, 2022) péo € o
produto obtido do processo de coc¢do de farinha adicionada de liquido, fermentados ou néo,
podendo apresentar cobertura, recheio, formato e textura diverso. A classificacdo "pao de
forma" é atribuida ao produto obtido pela coccdo da massa em formas, apresentando miolo
elastico e homogéneo, com poros finos e casca fina e macia (BRASIL, 2006). Existe um
crescimento no consumo do pdo de forma quando comparado ao consumo do péo francés. Em
2019 o pdo de forma se fez presente em 81% dos lares brasileiros, onde cerca de 537 mil
toneladas foram processadas e vendidas ao comércio interno. Acredita-se que a alta procura se
deu pelo aumento da vida util, devido as novas formulagdes e/ou processos, a praticidade e
também ao aumento no preco do pédo francés (Abimapi, 2020).

O pdo de forma tradicionalmente fatiado e embalado em embalagens plésticas de
polietileno tem maior risco de deterioracdo, uma vez que as superficies de corte podem ser
contaminadas e o envoltério permite a condensacdo de umidade devido a flutuacdes de
temperatura durante o transporte e armazenamento (Gerez et al., 2009). O uso de embalagem
que tem a capacidade de interagir diretamente com o alimento, fornecendo condicdes
favoraveis e caracteristicas para a melhoria da qualidade do produto embalado, ou seja, por
meio da incorporagdo de substdncias antimicrobianas em superficies das embalagens é um
conceito inovador e tem crescido bastante nas ultimas décadas (Matan et al., 2006).

Essas embalagens sdo denominadas ativas, e entre varios exemplos podem ser citados
filmes antimicrobianos, filmes antioxidantes, sachés absorvedores de etileno, de oxigénio, de
umidade e sachés indicadores de controle de temperatura (Lopes, 2007).

O é&cido ascérbico e seus sais de sodio e potassio sdo amplamente utilizados na inibicéo
de fungos filamentosos em produtos de panificacdo, porém se forem adicionados a massa,
prejudicam a acdo das leveduras durante a fermentacdo e por este motivo, sdo utilizados por
meio de pulverizacdo sobre os produtos ja forneados. Estudos envolvendo substancias
antifungicas, visando a sua utilizagdo na conservagdo de alimentos, aqueles obtidos de fontes
naturais tém recebido atencdo especial, devido as mudancas de habitos do consumidor, que
estdo cada vez mais buscando produtos saudaveis (Tajkarimi; Ibrahim; Gyawali, 2014).

Existe um numero grande de espécies vegetais que sdo consideradas antifungicas.
(Oliveira et al., 2018). Dentre tantas espécies vegetais, o alho (Allium sativum L.) é uma

especiaria que é cultivada desde a antiguidade, sendo produzido inicialmente na Asia Central
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e se difundido mundialmente, bastante utilizado como alimento ou farmaco (Fratianni et al.,
2016; Leonéz, 2008). A atividade antimicrobiana do alho ja se encontra bem comprovada
(Domingo; Lopes-Brea, 2004; Mantis et al., 1978; Shelef, 1984). As aplicacbes praticas do
alho, baseada em sua alta capacidade de inibicdo de crescimento e dissolucdo das células
bacteriana foram propostas (Cutler; Wilson, 2004). O composto alicina e os tiossulfonatos
foram apontados como sendo 0s maiores componentes inibitorios presentes no alho (Sofos et
al., 1998).

Pensando em uma alternativa natural que possa atender as novas exigéncias dos
consumidores, tendo em vista 0s compostos antifungicos presentes nos bulbos do alho e
priorizando as pesquisas mais recentes a respeitos das embalagens ativas, no presente trabalho
objetivou-se o desenvolvimento de um saché antimicrobiano a base de extrato de alho roxo
para embalagens de péaes de forma, a fim de verificar a agcdo do extrato no prolongamento da

vida util dos pées



13

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um saché antimicrobiano a base de extrato de alho roxo para pédo de

forma e avaliar a sua acéo conservante.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICOS

e Elaborar o pdo de forma;
e Obter o extrato dos bulbos do alho roxo (Allium sativum L);

e Auvaliar o tempo de prateleira do pao de forma quando adicionado o saché de extrato
de alho roxo;

e Realizar as andlises fisicas, fisico-quimicas e microbioldgicas pertinentes.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 PAODE FORMA

O pédo é um alimento muito antigo, que teve origem nos primérdios da populagéo,
periodo em que 0 homem ainda era ndmade e desde entdo continua sendo bastante consumido
em todo o mundo. O Brasil s6 veio a conhecer o pao a partir no século XIX, através das
atividades de panificacdo de imigrantes italianos, sendo eles os responsaveis pela introdugéo
de padarias no pais, especialmente em S&o Paulo (Nascimento et al., 2019).

Esse alimento destaca-se principalmente pelo seu valor nutricional, sendo considerado
uma boa fonte carboidratos, ferro, magnesio, fibras alimentares e vitaminas do complexo B,
que sdo importantes para o desenvolvimento e salde do organismo (Tabela Brasileira de
Composicdo dos Alimentos - Taco, 2011). A disponibilidade nas mais variadas padarias e
supermercados do pais, o excelente sabor, preco e valor nutricional fazem do pdo um alimento
de grande popularidade (Battochio, 2006).

Segundo a Federation of Bakers Ltd (2021), o pdo de forma foi desenvolvido em
1912, quando o norte-americano Otto Rohwedder criou a primeira maquina de fatiar paes.
Cento e doze anos depois, este tipo de pdo continua a ser bastante procurado e consumido até
os dias de hoje. O pdo de forma é fabricado seguindo etapas semelhantes a diversos outros
tipos de paes, como a pesagem e mistura dos ingredientes, desenvolvimento da rede do gluten,
divisdo e modelagem da massa, fermentagéo, forneamento, resfriamento e embalagem.

De acordo com Faria (2003), a formulacdo é um ponto critico do processo de
panificacdo, pois, se for incorreta, pode comprometer a qualidade do produto final. A mistura
dos ingredientes é a etapa que garante o desenvolvimento do gliten através do trabalho
mecanico sobre 0s constituintes da massa até que esteja bem coesa, homogénea, lisa e que se
desprenda das maos e paredes da masseira.

Para que ocorra a fermentacdo é preciso que se acrescente o fermento bioldgico na
preparacdo da massa; esse ingrediente é resultante de culturas puras da levedura
Saccharomyces cerevisiae que age na massa produzindo etanol, CO2, &cidos orgéanicos, entre
outros compostos. Durante o forneamento empregam-se temperaturas entre 210 °C a 280 °C
por 20 a 40 minutos e ocorrem transformacdes como a fixacdo da estrutura do miolo,
producdo de cor e aroma, aumento do volume, formacgédo de casca e perda de peso do péo
(Faria, 2003).



15

As etapas posteriores ao forneamento, como resfriamento e embalagem
complementam o ciclo de produgéo. Estas séo etapas importantes e que devem ser executadas

com rigor para que se mantenha a qualidade do produto final (Jens, 2011).

3.2 EMBALAGENS ATIVAS

Nos ultimos anos, as industrias de alimentos vém sofrendo grandes mudancas para se
adaptarem as novas exigéncias dos consumidores, que vdo além de conter e proteger 0s
produtos, incluindo a manutencdo da qualidade, o frescor, a seguranca do produto embalado,
monitorar e indicar as propriedades do alimento. Como forma de preencher todos estes
requisitos, um novo sistema de embalagem vem sendo desenvolvida, as chamadas
“embalagens ativas”. Embalagem ativa ¢ um conceito inovador que combina avancos na
tecnologia de alimentos, producéo de alimentos seguros, embalagens e ciéncias dos materiais
em um esforco para melhor atender as exigéncias do consumidor por alimentos mais frescos e
seguros (Matan et al., 2006).

As embalagens ativas podem ser classificadas em dois tipos de sistemas: 0s sistemas
absorvedores e 0s emissores. Os sistemas absorvedores visam remover 0S COMPOStOS
indesejaveis do espago livre da embalagem ou ao redor do alimento, tais como oxigénio,
etileno, didxido de carbono, vapores de dgua e outros compostos especificos que aceleram a
degradacédo do produto alimenticio. Os sistemas emissores incorporam substancias ao material
da embalagem (plastico, papel, etc.), como por exemplo, dioxido de carbono, etanol,
antioxidantes, antimicrobianos, aromatizantes e conservantes e estes sdo liberados
gradativamente no alimento (Braga; Peres, 2010; Kruijf et al., 2002; Muriel-Galet et al.,
2015). Sédo varias as formas estruturais das embalagens ativas para ambos os tipos de
sistemas, tais como: cartdes, filmes, etiquetas, sachés e vedantes para tampas “liners” (Kerry
et al., 2006).

A liberacdo de aditivos por embalagens ativas aumenta a seguranca do alimento e, por
consequéncia, a seguranca do consumidor, ja que esses compostos ndo sdo adicionados ao
alimento diretamente, mas sim, em todo caso s&o liberados de maneira controlada, com isso
estdo presentes em quantidades menores e apenas onde sua presenca € requerida, como na
superficie do produto, onde a maior parte das deterioragdes ocorre (Appendini; Hotchkiss,
2002).

Segundo Quintavalla e Vicini (2002), outra vantagem dos sistemas de embalagens

ativas esta associada ao fato de que alguns agentes antimicrobianos adicionados ao alimento
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tendem a perder um pouco da sua atividade, em razdo da composi¢do do produto, do tempo,
por oxidacdo, liberacdo controlada, entre outros. No entanto, seu efeito na superficie do
alimento pode ser limitado. Sendo assim, a aplicabilidade das embalagens ativas pode
assegurar melhor a eficacia do composto bactericida ou bacteriostatico, do antioxidante ou do
aromatizante por acontecer a migracdo de forma lenta do agente da embalagem para o
alimento, o que auxilia na manutengédo de concentragdes mais altas na superficie do produto.
Em inumeras pesquisas a eficiéncia das embalagens antimicrobianas, inclusive
incorporadas com antimicrobianos naturais, foram constatadas e, em uma dessas pesquisas foi
avaliada a inibicdo de bactérias em carne processada com aplicacdo de filme antimicrobiano
preparado com quitosana e adicionado de &cido propibnico, laurico e acético e aldeido
cindmico, e os resultados demonstraram que o crescimento de bactérias da familia
Enterobacteriaceae e de Serratia liquefaciens foi tardio ou completamente inibido com a
aplicacéo dos filmes, principalmente no filme de quitosana adicionado de aldeido cindmico
(Melo et al., 2002; Ouattara et al., 2000). As embalagens antimicrobianas atuam na inibicédo
ou reducdo da microbiota contaminante dos alimentos para conservar o produto durante as
fases de estocagem e de comercializacdo e assegurar ao consumidor a aquisi¢do de um

produto saudavel.

3.3 ANTIMICROBIANOS NATURAIS

A procura dos consumidores por alimentos mais saudaveis tem crescido e instigado as
industrias produtoras de alimentos a buscarem antimicrobianos naturais para serem utilizados
em substituicao aos sintéticos.

Existe uma grande quantidade de agentes com acdo antimicrobiana presentes nos
animais, nas plantas e nos micro-organismos, muitos deles envolvidos no seu mecanismo de
defesa. Esses compostos podem funcionar como antimicrobianos nos alimentos, quando
adicionados como parte dos ingredientes naturais ou mesmo como aditivos (Nielsen, 2000).

Os principais potenciais compostos antimicrobianos existentes em espécies vegetais
s8o as especiarias, 0s 0leos essenciais e seus fitos constituintes. Muitos sdo o0s estudos que tém
apresentado as atividades antimicrobianas dos 6leos essenciais, isso ocorre tanto em modelos
de sistemas alimentares quanto na matriz alimentar (Burt, 2004; Cutrim et al., 2019; Food
Ingredients Brazil, 2010; Millezi et al., 2016; Silva, 2011).

Os Oleos essenciais sdo compostos obtidos a partir de plantas aromaéticas e

caracterizam-se como misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, com baixo peso



17

molecular, geralmente odoriferas e liquidas (Morais, 2009). Os constituintes dos O6leos
essenciais podem variar entre terpenos, aldeidos, fendis, acidos organicos fixos, cetonas e
ésteres distribuidos em diferentes concentracbes sendo que, um desses compostos
farmacologicamente ativo é majoritario (Food ingredients Brasil, 2010; Krysten, 2016;
Wolffenbdittel, 2011).

S&o encontrados em Vvérias partes das plantas aroméaticas como: folhas, frutos, flores, gomos,
sementes, ramos, cascas, raizes ou caules. Estas matérias-primas sdo extraidas por métodos de
destilacdo a vapor ou fluidos supercriticos, que permitem dentre outras coisas a otimizagédo da
taxa de extracdo, maior solubilidade e extracdo de varios componentes isoladamente (Food
ingredients brasil, 2010).

3.4 EXTRACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS

De acordo com Azwanida (2015), os extratos sdo preparacdes concentradas, que
possuem consisténcias diversas, obtidas de matérias-primas vegetais secas ou frescas e
preparadas por processos que envolvem a utilizacdo de solventes, a fim de separar 0s
compostos vegetais sollveis existentes no material celular.

Antes mesmo de acontecer a extracdo, € realizada a preparacdo da matéria-prima
vegetal a fim de proporcionar amostra segura e livre de contaminacdes, preservar as
biomoléculas e homogeneizar o tamanho das particulas do material. Estas etapas sdo a
lavagem, secagem e moagem. A moagem tem por finalidade diminuir as particulas das
amostras, que por consequéncia, aumentam a area de contato do soluto com o solvente, o que
beneficia a eficiéncia e a cinética da extracdo (Azwanida, 2015; Sasidharan et al., 2011). Os
solventes mais utilizados nos processos de extracdo sdo agua, alcool, metanol, glicerina,
propilenoglicol ou misturas desses. A escolha do solvente depende bastante da polaridade da
amostra, uma vez que o solvente com polaridade semelhante ao soluto proporcionara uma
melhor dissolugédo (Altemimi et al., 2017; Azwanida, 2015; Sasidharan et al., 2011).

3.5 ALHOROXO

O alho é mundialmente conhecido na culinéria, e também na medicina alternativa; é
utilizado como tempero, conservas caseiras, chas, pomadas caseiras, entre outros. O alho é da
familia lilidcea, planta assexuada, herbacea anual que necessita de clima frio para seu

crescimento adequado que teve sua origem definida na Asia. Esse vegetal é composto por um



18

bulbo, conhecido popularmente como “cabeg¢a” e ¢ composto por 10 a 12 bulbilhos ou
popularmente conhecidos como “dentes” envoltos por uma casca que pode ser branca, rosa ou
roxa (Bontempo, 2007).

Seu odor caracteristico e marcante se deve pela presenca da alicina (6leo volatil
sulfuroso). Quando amassado ou triturado, as células sdo quebradas liberando o cheiro
caracteristico do alho (Oliveira, 2007). Os componentes sulfurados sdo liberados quando o
alho é amassado, por isso had orientacbes do consumo logo apGs 0 preparo, pois as
concentragdes dos fitoquimicos sulfurados em questdo diminuem. O alho contém compostos
quimicos complexos, sendo que muitos ainda ndo foram identificados (Marchiori, 2008).
Aproximadamente 33 compostos organossulfurados ja foram identificados no alho; em cada
grama de alho fresco pode ser encontrado uma quantidade entre 11 a 35 mg destes compostos
(Fenwick; Hanley 1985; Omar; Al-Wabel, 2010) No entanto, o teor destes compostos pode
variar muito com relagdo a alguns fatores, como por exemplo, a composi¢cdo do solo de
plantio, sua variedade, seu tempo de maturagdo e dentre outros que pode ir além, quando na
sua cadeia produtiva (Holub et al., 2002).

Os sulfoxidos de cisteina fazem parte dos compostos organossulfurados encontrados
na forma intacta dos alhos frescos, eles sdo sollveis em agua e insolUveis na maior parte dos
solventes organicos, se apresentam na cor branca, sdo inodoros quando sélidos.
(Holub et al., 2002). Outro composto que faz parte dos organossulfurados é a vy-
glutamilcisteina formada principalmente pela y-glutamil-S-trans-1-propenilcisteina e em
menor quantidade a y-glutamil-S-alilcisteina e a y-glutamil-S-metilcisteina (Lanzotti, 2006;
Holub et al., 2002).

3.6 ALICINA

O alho quando em situacdo intacta possui um aminoacido inodoro, a aliina, que €
transformado enzimaticamente, pela enzima alinase, em alicina. Essa transformagéo ocorre
quando o alho é esmagado ou triturado (Alexandre et al., 2008).

O bulbo do alho além de ser rico em alicina que confere acdo antiviral, antifingica e
antibiotica, tem também, consideravel teor de selénio atuando como antioxidante (Leonéz,
2008). Outro ponto que vale destacar é que a alicina é altamente sensivel a altas temperaturas
e condicOes de pH alto (Nazari et al., 2019).

A alicina quando exposta ao ar é convertida em dialil dissulfetos, que possui

caracteristica fisica de um liquido volatil. Entre os metabolitos secundarios presentes na
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planta, ela tem lugar de destaque devido a suas varias propriedades, tais quais, atividades
antimicrobiana, antitrombotica, hipolipidémica e anticancerigena (Miron et al., 2004).
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIA-PRIMA E LOCAL DO EXPERIMENTO

Para execucdo do experimento os alhos foram adquiridos no comeércio local da cidade
de Belém — PB, os demais insumos foram disponibilizados pelo Laboratério de Tecnologia da
Panificacdo — LTP. A producdo dos paes de forma foi desenvolvida no LTP, do Centro de
Ciéncias Humanas, Sociais e Agrarias da Universidade Federal da Paraiba (CCHSA/UFPB),
Campus Ill, Bananeiras - PB. A obtencdo do extrato, as analises fisicas e analises
microbiologicas foram realizadas nos Laboratdrios de Analises Fisico-Quimicas de Alimentos

e Laboratorio de Microbiologia de Alimentos, respectivamente, ambos no CCHSA.

4.2 PRODUCAO DOS PAES

A producdo dos pdes seguiu a ordem apresentada na (Figura 1) e foram utilizados 0s

ingredientes descritos na (Tabela 1)

Tabela 1. Ingredientes da produgéo dos paes

INGREDIENTES QUANTIDADE %
Farinha de trigo 2,100 g 100
Agua 950,0 g 45,24
Gelo 430,0 ¢ 20,48
Acucar 63,09 3
Fermento bioldgico 42,09 2,5
Sal 35049 1,52
Oleo vegetal 12,0 mL 0,52

Fonte: autoria prdpria
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Figura 1. Fluxograma da producéao dos pées de forma

Pesagem
Matéria-prima

Mistura (Masseira)

Pesagem da Massa

Modelagem

Descanso da Massa

Pré-aquecimento do

__ Forno a 180° C Assamento Resfriamento

Fonte: autoria prépria

e Pesagem da matéria-prima: todos os ingredientes foram pesados em balanca
semianalitica; esse processo garantiu a uniformidade do produto.

e Mistura (masseira): inicialmente foram colocados os ingredientes secos na
masseira, exceto o sal. Com a masseira na velocidade 1 fez-se a primeira
mistura, em seguida foi adicionado, aos poucos, a agua com o gelo. Quando a
massa ganhou homogeneidade, foi adicionado o sal e o 6leo, e a masseira foi
ajustada para o nivel 2. Quando a massa ganhou textura lisa e atingiu o ponto
de véu (elasticidade), encerrou-se essa etapa de mistura por meio do
desligamento da masseira.

e Pesagem da massa: a massa retirada da masseira foi pesada e dividida em
porgdes iguais de 830 g.

e Modelagem: a massa foi modelada em formas previamente untadas com
margarina e farinha de trigo especificas para pao de forma.

e Descanso da massa: a massa foi levada para o armério de fermentacdo onde
ficou em descanso por 1 hora até que houvesse a fermentacdo, fazendo com
que dobrasse de tamanho.

e Pré-aquecimento do forno: o forno foi pré-aquecido a 180 °C (forno turbo a

gas).
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e Assamento: a massa foi levada ao forno por aproximadamente 40 minutos.

e Resfriamento: ap6s a cocgdo, os paes foram levados para armarios apropriados
para que eles resfriassem em temperatura ambiente.

43 OBTENCAO DAS AMOSTRAS E DO EXTRATO VEGETAL

No Laboratdrio de Analises Fisico-Quimicas de Alimentos, o processo de obtencdo do
extrato seguiu a metodologia utilizada por Aguiar (2021), onde os bulbos de alho passaram
pelo processamento minimo, onde foram descascados e cortados em pequenos pedagos
(Figura 2).

Figura 2. (a) bulbo de alhos descascado; (b) alho picado

Fonte: autoria propria

ApoOs o processamento minimo, os pedacos de alhos foram transferidos para um
Erlenmeyer e embebidos em hexano por trés dias na proporcéo 1:1 (p/v). O Erlenmeyer foi
vedado com pelicula de parafina para evitar a perda do solvente por volatilizacdo, e 0
recipiente também foi revestido com folha de aluminio afim de evitar a entrada de luz e uma
possivel oxidacdo. Neste estudo foram utilizados 627,30 g de alhos e 627,30 mL de hexano
P.A. Apds o terceiro dia o alho foi separado do hexano por meio do processo de filtracéo,
utilizando funil e papel de filtro (Figura 3).
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Figura 3. Separagéo do bulbo dos alhos do hexano

Fonte: autoria prépria

A mistura (hexano com a fracdo oleosa) foi levada para o evaporador rotativo (Figura
4), com a finalidade de fazer a separacdo da fragdo oleosa do hexano, esse processo de
evaporacdo ocorreu em temperatura de 60 °C por 20 minutos. ApGs 0 processo, 0 extrato
oleoso foi acondicionado em frasco de vidro ambar vedado, conservando-o contra fatores

externos do meio e sob temperatura de refrigeracéo 4 °C.

Figura 4. Evaporador rotativo fazendo a evaporac¢do do hexano

Fonte: autoria propria
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4.4 PREPARO DO SACHE

O extrato oleoso foi incorporado em polimero de alta absorcdo (acetato de celulose),
nas concentracdes de 5 e 10% (v/p), em relagdo ao peso da matriz polimérica. Paralelamente,
foi preparado um saché-controle, sem adigdo de antimicrobiano (0%). A mistura, polimero e
extrato oleoso, foi armazenada em tubo de ensaio hermeticamente fechado e mantido a 25 °C,
por 2 horas. Apds a incorporacao, o material foi selado em um tecido-ndo-tecido (TNT), nas
dimensbes 7 x 9 cm, o0 que permitiu a volatilizagdo do composto antimicrobiano, quando
fixado no interior das embalagens. Na Figura 5 é possivel observar o extrato oleoso, o acetato

de celulose e o0 saché ja contendo a fracao oleosa mais polimero.

Figura 5. (a) extrato oleoso; (b) acetato de celulose; (c) saché.

Fonte: autoria prdpria

45 TRATAMENTOS UTILIZADOS NO PAO DE FORMA

Os pdes de formas foram fatiados, pesados e embalados em embalagens pléasticas de
polietileno de alta densidade; cada embalagem continha aproximadamente 300 g de pé&o
(Figura 6). Dentro das embalagens foi adicionado os sachés do extrato oleoso nas
concentragfes de 5 e 10%, também foi adicionado um saché-controle contendo apenas o
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polimero (acetado de celulose) sem adicdo de extrato. O experimento foi montado em
triplicata, e esses paes foram armazenados a temperatura ambiente 26,5 °C durante seis dias.

Figura 6. Pao de forma pronto para o experimento

Fonte: autoria prépria

46 ANALISES MICROBIOLOGICAS

Nos pédes de forma foram pesquisados os micro-organismos Salmonella spp., Bacillus
cereus, Escherichia coli e bolores e leveduras, atendendo aos requisitos da RDC N° 724, de 1
de julho de 2022, ANVISA (Brasil, 2022) e a Instru¢cdo Normativa n° 161/2022. As analises
foram realizadas de acordo com a metodologia da American Public Health Association —
APHA (2015).

4.6.1 Atividade antifungica in vitro do extrato oleoso

A avaliacdo da atividade antifungica do extrato oleoso in vitro foi realizada pelo
método de difusdo em disco para o fungo Penicillium spp. por ser um dos micro-organismos
que mais deterioram produtos de panificacao.

Para isso foi realizado um ensaio em placa de Petri pelo método de superficie e em
triplicata, com o extrato oleoso nas concentragdes de 5 e 10%.
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Inicialmente foi proporcionado o crescimento do fungo do género Penicillium spp. em
placas de Petri; apos isso e com o auxilio de um swab o fungo foi transferido para um tubo de
ensaio contendo agua destilada estéril e agitado. O tamanho do inoculo padrdo UFC/mL foi

medido em cdmara de Neubauer, e as médias dos quadrantes foi colocada na Equacao 2.

N’ de esporos = n° total de esporo x fator de diluente x 10.000(Equagéo 2) Eq. 2

n° do quadrante

O resultado obtido foi 10’ UFC/mL, e para chegar a concentragio de esporos desejada
foi necessario a dilui¢do até 103 UFC/mL. Com o auxilio de um swab, a placa que ja contia o
Agar batata dextrose (BDA) foi inteiramente estriada, e em seguida foi colocado no centro da
placa um mini disco de papel de filtro para comportar as concentragdes do extrato. Para a
concentracdo de 5% de extrato foram utilizados 100 pl, e para a concentragéo a 10% foram
utilizados 200 pl. As placas foram invertidas e incubadas por 5 dias a 25 °C. Esse
procedimento avalia a atividade de uma substancia sobre um micro-organismo e relaciona o
tamanho do halo de inibicdo do crescimento microbiano a substancia ensaiada (Pinto;
Kaneko; Ohara, 2003).

4.7  ANALISES FISICO-QUIMICAS

As analises fisico-quimicas descritas abaixo descritas foram realizadas em triplicata,

pelos métodos oficiais da American Association of Cereal Chemists - AACC (2000).

4.7.1  Analise de pH

O pH das amostras foi determinado em potenciémetro digital (Gehaka, PG2000)
previamente calibrado, usando solugdes tampdes comerciais pH 4,00 e 7,00, segundo a
metodologia da AACC (2000). para produtos assados, sendo analisado o pH nas fatias de pées
p0Os-coccdo nos tempos 0, 6 dias.

4.7.2  Determinacéo de atividade de agua (aw)



27
A aw foi obtida primeiro a umidade (método 44-10) por secagem em estufa sem circulacéo

de ar a 105°C por 24 horas, os valores foram obtidos pela Equacao 2, e dividido por 100 para
chegarmos a aw.

Umidade (%) =_Peso da amostra — Peso da amostra seca x 100 (Equacéo 1) Eq.2

Peso inicial

4.8 ANALISE FISICA

A analise fisica descrita baixo foi realizada em triplicata, e seguiu a metodologia descrita
por (Chen et al., 2019).

4.8.1  Teste de compressao

A analise de textura dos pées foi realizada em triplicata nas trés formulacdes utilizando o
método de avaliacdo Texture Profile Analysis (TPA) em texturdmetro TA. XT EXxpress
Enhanced de 10 kg, medindo a dureza (g). A sonda P/1,51 com cilindro de aluminio com 2
mm de diametro foi utilizada para aplicar uma compressao de 20 mm nas amostras,
considerando a razdo das medidas de altura da amostra antes e depois da compressdo (Chen et
al., 2019).

Os pées submetidos ao teste de compressdo foram inicialmente fatiados a mao, em
seguida foi realizada a calibragem da probe para reconhecer a textura da superficie do produto
analisado. Posteriormente foram posicionadas duas fatias de pdo no centro da base de teste e
realizou-se o0 ensaio. Para cada tratamento foi realizado o teste em triplicada
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as analises foram realizadas em triplicata, e no tempo zero foi analisado apenas
0s pées do tratamento-controle contendo o saché adicionado apenas de polimero; ja no tempo
de 6 dias todos os tratamentos foram analisados. As analises foram feitas desta forma, visto
que no tempo zero os sachés adicionados de extrato oleoso ndo teria ficado tempo suficiente

em contato com os pées, para que proporcionasse alguma modificacao.

51 ANALISES MICROBIOLOGICAS

Na Tabela 2 estdo expressos os resultados das anélises microbioldgicas.

Tabela 2. Resultado das analises microbioldgicas

Microrganismos Controle  Controle 5% 10% LPL
pesquisados Tempo Tempo Tempo Tempo
0 6 6 6
Salmonella spp. (25/g) Ausente em 25 g
101 Ausente  ausente ausente ausente
102 Ausente  ausente ausente ausente
108 Ausente  ausente ausente ausente
Bacillus cereus (UFC/g) 103
10t ox10!
102 <10 <10 <10 <10
103 9x10!
Escherichia coli (NMP/g) 10°
10 <10 <10 <10 <10
10 <10 <10 <10 <10
103 <10 <10 <10 <10
Bolores e leveduras (UFC/g) 10
101 <10
102 <10 1,6x10° 3,8x10° 1,4x10°
103 <10

Fonte: autoria propria. Nota: (1) Instru¢cdo Normativa n°® 724, de 01 de julho de
2022. LPL: limite permitido pela legislacao
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Os resultados das analises microbioldgicas, com excecdo da analise de bolores e leveduras
no tempo seis, apresentaram-se dentro dos padrOes preconizados pelas legislagdes vigentes,
demonstrando a eficacia do processo produtivo na producdo dos pédes. No entanto, quanto as
analises do tempo seis, em funcéo do crescimento visivel de fungos (Figura 7), todas as amostras
apresentaram um grande aumento na quantidade de bolores e leveduras, nos levando a observar a
baixa eficiéncia do extrato oleoso, quando incorporado em saché nas diferentes concentragdes e
no tempo minimo de acao de seis dias. Lua (2019) afirma que pdo a temperatura ambiente e sem
conservante geralmente dura de 3 a 4 dias, entretanto, a proximidade dos resultados do
experimento com a literatura, significa dizer que o saché ndo conservou a vida util do pédo de

forma muito além do que a vida de prateleira de um pdo sem conservante.

Figura7. Pées do experimento acometidos por fungos do género Penicillium

Fonte: autoria propria

Alguns questionamentos podem ser levantados quanto a esse resultado, a principal
hipotese seria de que, a quantidade de composto volatil liberado pelo saché ndo foi suficiente
para preencher todo o volume da embalagem pléstica e, portanto, para atingir a concentracdo
minima para inibicdo em toda embalagem. Além disso, polimeros de diferentes constituicdes
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retém 6leos em diferentes graus, sendo necessario concentracfes ainda maiores capazes de
promover a saturacdo e, consequente, liberacdo do composto. Resultado parecido foi
observado por Lopes (2007) em seu trabalho sobre o desenvolvimento de embalagens ativas e
sua avaliacdo na conservacdo de produtos de panificacdo, ao utilizar aldeido cindmico
incorporado em saché, tendo obtido um resultado de inibicdo sobre os fungos apenas na area
lateral da placa de Petri que estava proxima ao saché. Na area distante do saché houve
crescimento de fungos, provando a baixa capacidade da matriz polimérica de liberar o
composto ativo.

Como afirmam Cornea et al., (2011), o processo de contaminagdo fungica de paes
acontece logo apds o processamento, através da deposicdo de esporos provenientes do ar,
manipuladores, superficie de equipamentos de fatiamento, resfriamento e embalagem. Em
razdo do seu crescimento dominantemente micelial, os fungos colonizam rapidamente o
alimento gerando metabdlitos secundarios, que além da aparéncia indesejavel, os fungos
também sdo responsaveis por alteracBes nas caracteristicas sensoriais dos produtos, como
sabor e odor frutado, diminuindo muito a sua vida util e impossibilitando a sua
comercializacdo (Quattrini et al., 2019).

Cada micro-organismo modifica de forma especifica o produto acometido, o que
facilita a sua identificacdo. Os fungos produzem esporangios coloridos que séo visiveis a olho
nu (Silveira, 2019). O género Penicillum que é responsavel por 90 a 100% da deterioracdo de
pdes, ocasiona um mofo predominantemente cinza esverdeado, de sua estrutura morfoldgica
(Figura 8) deriva o nome do género, do latim Penicillus, ou pincel, em referéncia aos
conidioforos ramificados, ausentes por exemplo no género Aspergillus. A espécie mais
comum em pdes de trigo é o Penicillium commune (Figura 9) (Carlile, Watkinson; Gooday,
2001).

Figura 8. Estrutura morfolégica do fungo Figura9. Pao contaminado com Penicillium commune.

Penicillium.

Conidiéforo

Fonte: viseufunghi.blogspot.com.br Fonte: https://www. infograph.venngage.com
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5.1.1 Atividade antifingica do extrato oleoso

Os resultados expressos pelo halo de inibicdo do crescimento de Penicillium spp.
promovidos pelo uso do extrato oleoso e polimero estdo apresentados na Tabela 2. A literatura
ndo dispbe de uma medida limite de halo (mm). Dessa forma, convencionou-se que a
presenca ou auséncia de halo de inibicdo representam resisténcia ou sensibilidade a substancia
testada (Nweze; Mukherjee; Ghannoum, 2010). Ja na visdo de Arora e Kaur (1999) relatam
que o tamanho do halo de inibicdo indica a maior ou menor suscetibilidade dos micro-
organismos em relagdo as substancias inibidoras, classificou os halos de inibi¢cdo com base no
tamanho do diametro (incluindo o diametro do disco de papel filtro), sendo os valores
menores que 7 mm foram considerados ndo-ativos contra 0s micro-organismos testados, e 0S
halos de inibicdo de 12 mm de didmetro ou maiores foram considerados como os de melhor

efeito inibitério provocado pelo 6leo essencial testado.

Tabela 3. Didametro (mm) do halo de inibi¢ao do crescimento de Penicillium spp.

Composto antifungico Media do diametro (mm) halo de inibicéo
Extrato (5%) 38,5
Extrato (10%) 36

Fonte: autoria prépria

Os resultados da Tabela 3 sugerem que o Penicillium spp. € sensivel aos efeitos do
extrato oleoso de alho nas concentracBes testadas, entretanto os resultados da analise
demonstram que o aumento na concentragdo do composto antifingico ndo interferiu no

aumento do halo de inibigédo (Figura 10).
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Figura 10. Halo de inibicdo de crescimento de Penicilliu spp. (a) 10% de extrato — presenca de
halo de inibicdo dentro do pontilhado em azul; (b) 5% de extrato — presenca de halo de
inibicdo dentro do pontilhado em azul.

Fonte: autoria propria

O fungo Pennicilium spp. mostraram ser sensivel ao extrato quando testado
diretamente na placa. Comportamento parecido também foi observado por Brand et al. (2006)
em seu trabalho sobre extratos vegetais no controle de patdgenos em sementes de cebola; o
tratamento com extrato fresco de alho proporcionou uma significativa reducdo na incidéncia
de Penicillium spp. controlando-o em 73,62%, e comprovando o seu potencial antifungico.

A atividade antifungica determinada pela técnica de difusdo em disco é bastante
aceitdvel para medir quantitativamente a atividade in vitro de um agente antimicrobiano
contra um determinado isolado bacteriano (Santurio, 2011). Almeida (2017) afirma em seu
trabalho sobre desenvolvimento de embalagem ativa antimicrobiana para pées de forma, que
0s resultados obtidos com este método sdo somente qualitativos e nem sempre reprodutiveis.
No entanto, associados aos resultados de técnicas complementares, como o método de
volatilizacdo em disco (MID), é possivel se determinar o potencial antimicrobiano de muitos
compostos e/ou a resisténcia de muitas classes de micro-organismos e apesar das limitagdes,
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esta continua a ser a técnica mais comum utilizada para a avaliagdo da capacidade

antimicrobiana de 6leos (Kalemba; Kunicka, 2003).

5.2 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

5.2.1 pHeatividade de 4gua (aw)

Os valores de pH dos pées de forma (Tabela 4) tiveram pouca ou nenhuma variagéo
durante o armazenamento. Em condicGes de alta atividade de &gua, os fungos competem com
as bactérias como contaminantes de alimentos. Nesses casos, 0 pH desempenha um papel
decisivo. As bactérias se desenvolvem melhor em condicdo de pH neutro. A medida que o pH
é reduzido a cerca de 5, o crescimento de bactérias se torna progressivamente menos
provavel, ao passo que a maioria dos fungos € pouco afetado pelo pH ao longo de um amplo
intervalo, geralmente de 3 a 8. O pH 5 é considerado étimo para o desenvolvimento de
fungos. Nesses casos, o efeito de outros fatores que limitam o crescimento desses micro-
organismos deve tornar-se mais forte e sobrepor o efeito do pH (Pitt; Hocking, 1999). No
presente trabalho, o pH manteve-se em torno de 6,6, condi¢cdo 6tima para 0 crescimento
fangico.

No tratamento-controle os pdes apresentaram aw média de 0,69 no tempo 0 e apos 6
dias de estocagem o valor aumentou para 0,78. Nos tratamentos com 5 e 10% os valores
iniciais do tempo seis foram 0,77 e 0,85%, respectivamente (Tabela 4). O pao de forma é um
produto de alta atividade de agua, possui bastante agua livre disponivel para o crescimento
microbiano e para as reacdes quimicas de deterioracdo. Os valores apresentados neste trabalho
estdo proximos aos valores encontrados por Gragnani (2010), que encontrou valores
superiores a 90,0% para pées de forma.

Tabela 4. Resultado das analises de atividade de dgua e pH nos tempos zero e seis dias

Variaveis Tempo de estocagem Amostras
(dias)
Controle 5% 10%
pH 0 7,00 NA
6 6,20 68 | 7
Atividade de &gua 0 0,69 NA
6 0,78 077 | 085

Fonte: autoria propria. Nota: NA: ndo avaliado
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Jay (2005) afirma que quanto menor a atividade de &gua do alimento menor serd o
crescimento da maioria dos micro-organismos, principalmente de bactérias. Indo de encontro
com essa ideia e com excecdo da formulacdo a 10% todas as outras concentracdes
mantiveram a atividade de agua abaixo de 0,80 e mesmo com esse fator as formulacbes em
destaque apresentaram o crescimento de fungos, nos levando a acreditar que os fungos sdo
capazes de crescer em concentrac@es mais baixa de atividade de agua.

5.3  ANALISE FISICA

5.3.1 Teste de compressao - avaliacdo da textura dos paes

A textura é uma caracteristica fisica que advém dos elementos estruturais dos
alimentos e pode ser avaliada por meio de analise sensorial ou instrumental. No caso do péo
de forma, a textura apresenta-se como um importante indicador de frescor e qualidade para o
consumidor, sendo um fator imprescindivel para a aceitabilidade do produto no mercado
(Lassoued et al., 2008).

Os valores expressos na Tabela 5, sdo as medias resultante da firmeza dos paes,
expressa pela forca maxima aplicada.

No tempo zero apenas no tratamento-controle foi feito o teste, visto que ndo havia
tempo suficiente de acdo do saché antimicrobiano nas formulacGes a 5 e 10% que resultasse
em alteracdo nos dados de compressdao. J& no tempo seis, todos os tratamentos foram
analisados e observou-se um valor de pico positivo (forca de compressdo) ja bastante alto para
todos os tratamentos, e em comparativo com o tempo zero o tratamento-controle apresentou
um aumento brusco no pico positivo e uma gqueda consideravel no pico negativo, significando
0 aumento da dureza no miolo do pdo com o passar dos dias, mostrando que ha concordancia
com a literatura (Bonet et al., 2006; Gil et al., 1999; Katina et al., 2006; Sahlstrom; Brathen,
1997), onde se afirmam que devido as transformacgdes ocorridas nos ingredientes e,
principalmente, & retrogradagdo do amido, ocorre reducdo na maciez do miolo dos pées e

aumento na forga de compressdo com o decorrer da vida de prateleira.

Tabela 5. Avaliacdo de textura dos paes

Média Tempo de estocagem Amostras
(dias) Controle 5% 10%

Pico positivo 269,369
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Pico negativo 0 -4,637 NA NA
Pico positivo 852,128 818,659 | 581,627
Pico negativo 6 -2,521 -7,531 -1,763

Fonte: autoria propria. Nota: NA: ndo avaliado

Em sua pesquisa, Vulicevic et al., (2003) apontam que a retrogradacdo do amido
ocorre durante o resfriamento do pao, o que contribui para a estabilidade da estrutura final do
produto, essa interacdo entre proteina e amido € atribuida a formacdo de ligagdes cruzadas
entre o gliten e o amido gelatinizado e resulta em aumento da firmeza de miolo. Também na
perspectiva de Stauffer (2000), o envelhecimento do pdo ndo esta relacionado com a perda de
umidade da massa, um pao analisado apos cinco dias armazenado em condi¢bes apropriadas
possuiria a mesma umidade que um pao “fresco” embora apresente ao paladar a sensagdo de
estar mais seco. O endurecimento estaria vinculado a retrogradagdo do amido e ao

comportamento das proteinas e pentosanas.
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6 CONCLUSAO

O saché a base de extrato oleoso extraido dos bulbos de alho roxo, nas concentracoes
de 5 e 10% adicionado a matriz polimérica (acetato de celulose) ndo apresentou atividade
antimicrobiana para o pdo de forma, visto que, no sexto dia ja era possivel notar a olho nu o
aparecimento de fungos filamentosos. Com esse resultado, sugere-se que adequacfes sejam
realizadas no saché incorporado com o extrato oleoso, pois 0 mesmo é rico em compostos
com comprovada agdo antimicrobiana. E quando testado in vitro nas mesmas concentragdes
do saché, apresentou atividade antifingica para 0 mesmo fungo que se desenvolveu no pao
durante o experimento, o Penicillium spp.

No presente estudo, a possivel falta de sinergia entre a embalagem, saché e as
condi¢bes de armazenamento, resultou no prévio crescimento fungico e ndo apresentando

acao conservante para o pao de forma.
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