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RESUMO

O queijo Minas frescal é um laticinio de ampla aceitacdo no mercado, entretanto, é bastante
suscetivel a contaminacBes por patégenos como Staphylococcus aureus, necessitando de atencao
quanto a forma de conservacdo. Buscando prolongar a vida Util, mantendo a qualidade do alimento,
0 uso de antimicrobianos naturais como a quitosana, tem recebido grande enfoque. Diante disso,
objetivou-se avaliar a agdo antibacteriana da cobertura de quitosana em queijo minas frescal sob
Staphylococcus aureus. A CBMe CIM foram determinadaspelo teste de macrodiluicdo em caldo
queijo. Os ensaios de interferéncias da quitosana sobre a cinética de inibicdo bacteriana foi
realizado através do método de contagem de ceélulas viaveis. As amostrasforam submetidas as
analises fisico-quimicas e sensoriais. O comportamento da de S. aureus frente a quitosana foi
comprovadoem todas as concentragfes utilizadas (5mg/mL e 20mg/mL). As analises fisico-
quimicas com quitosana demonstraram discretas diferencas comparadas a amostra controle.
Sensorialmente, ambas as amostras com quitosana apresentaram bons resultados, com notas
variando entre 6,30 a 8,35. Portanto, os resultados refletem uma boa perspectiva dautilizacdo de
quitosana para a conservacao de queijo Minas frescal.

Palavras-chave: laticinio, patdgenos, conservacdo,qualidade, seguranca.
ABSTRACT

Minas frescal cheese is a widely accepted dairy product in the market, however, it is very
susceptible to contamination by pathogens such as Staphylococcus aureus, requiring attention on
the way of preservation. Seeking to extend the useful life, maintaining the quality of the food, the
use of natural antimicrobials like chitosan, has received great focus. The objective of this study was
to evaluate the bioactivity of the chitosan gel in the inhibition of Staphylococcus aureus in Minas
Frescal type cheese. CBM and MIC were determined by the cheese broth macrodilution test.
Chitosan interference tests on bacterial inhibition kinetics were performed using the viable cell
counting method. The samples were submitted to physical-chemical and sensorial analysis. The
behavior of S. aureus against chitosan was confirmed in all the concentrations used (5mg/mL and
20mg/mL). The physico-chemical analyzes with chitosan showed discrete differences compared to
the control sample. Sensorially, both samples with chitosan presented good results, with scores
ranging from 6.30 to 8.35. Therefore, the results reflect a good perspective of the use of chitosan for
the conservation of Minas frescal cheese.

Keywords: dairy, pathogens, conservation, quality, safety.
1 INTRODUCAO

A mudanca nos padrdes nutricionais e os beneficios creditados a uma alimentacdo saudavel

conduziram 0s setores responsaveis pela producdo de alimentos a buscarem alternativas de
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transformagdo e conservagdo dos produtos comercializados. InovacGes no processamento e a
crescente exigéncia do consumidor por alimentos mais naturais, com uma vida til prolongada,
mantendo a qualidade nutritiva e sensorial impulsionam a pesquisas de novos conservantes
(SOUZA, 2017; FAI et al., 2008).

A producéo leiteira no Brasil tem uma grande importancia econdmica e social, sendo 60%
deste total destinado a fabricacdo de queijos, o qual atinge 450 mil toneladas anuais. (IBGE, 2012).
O queijo Minas frescal é um dos queijos mais consumidos no pais, produzido a partir do leite de
vaca pasteurizado, apresentando como caracteristicas pouca acidez e pequena durabilidade,
podendo ser classificado como um queijo macio, semi-gordo e de alta umidade. Suas formas de
fabricacdo e a intensa protedlise, decorrente das enzimas proteoliticas do coalho adicionado,
influenciam decisivamente na consisténcia, sabor e durabilidade do produto (MONTEIRO; PIRES;
ARAUJO, 2007).

A contaminacdo do queijo pode ocorrer a partir do leite utilizado como matéria-prima ou por
formas cruzadas durante ou ap6s o processamento do produto (ROCHA, BURITI e SAAD, 2006).
Devido a sua constituicdo, o leite torna-se um excelente meio de cultura para o desenvolvimento de
microrganismos podendo ser responsavel pela transmissdo de bactérias patogénicas e causando
intoxicacgdes e/ou infeccdes ao homem (AMARAL et al., 2004). Esta contaminacéo pode ocorrer no
leite durante ou apos a ordenha e, consequentemente, nos derivados de leite, os quais podem ainda
sofrer contaminacdo durante processamento e estocagem.

A fabricacdo artesanal de queijos fora dos padrdes de higiene adequados pode ocasionar
contaminacdes por diversos microrganismos, comprometendo tanto a sua qualidade como a
seguranca da saude do consumidor. A ingestdo de queijos com condi¢des inadequadas para
consumo pode trazer graves consequéncias, como: febre, dor de cabeca, diarreia e até a morte,
sendo, portanto, um problema de Saude Publica (LOGUERCIO e ALEIXO, 2001).

Dentre varios patdgenos alimentares a contaminacdo por Staphylococcus sp. tem ocorrido
com maior evidéncia, por este estar presente normalmente nas méos e antebracos de manipuladores,
sendo provavelmente a fonte de recontaminacéo do queijo (ASSUMPCAO et al., 2003).

Assim, o emprego das Boas Préaticas de Fabricacdo, portaria 368/97 associado a métodos de
conservacdo torna-se essencial para a garantia do fornecimento de alimentos seguros (FAI et al.,
2008).

Na escolha de métodos para prolongar a vida util e manter a qualidade de produtos frescos,
congelados ou processados, 0 uso de antimicrobianos naturais destaca-se pela sua natureza saudavel
e segura. Dentre vérias substancias utilizadas, a quitosana tem recebido grande enfoque nos Gltimos

anos considerando suas propriedades fisico-quimicas e o reconhecido potencial antioxidante e
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antimicrobiano contra diferentes grupos de microrganismos, tais como, bactérias, leveduras e
fungos. (FAI et al., 2008).

Portanto, pesquisas com intuito de verificar a bioatividade deste composto inovador como
aditivo alimentar na inibicdo de microrganismos patogénicos em queijo Minas frescal é de grande

importancia, uma vez que este produto é artesanal, de facil producéo e sem maturacao.

2 MATERIAIS E METODOS
Materiais

Para produgéo do queijo Minas frescal foi utilizado leite integral pasteurizado padronizado
com 3% de gordura, adquirido no comércio local, Cloreto de célcio (VETEC) diluido na proporcéao
de 5g para 10mL de agua destilada, coagulante liquido (HA-LA®) na proporcéo de 0,4ml para cada
litro de leite, cloreto de sodio 1g em relacdo ao peso da massa;A quitosana (Sigma-Aldrich),sendo,
segundo informacdo inscrita, € procedente da purificacdo de quitina extraida da carapaca de

crustaceo.

Métodos
Elaboracgéo do queijo Minas frescal

O queijo Minas frescal foi elaborado de acordo com o fluxograma adaptado por Pereira,
LIMA e SANTANA (2006). O leite foi aquecido a 36°C, com posterior adicdo de cloreto de calcio
e coalho liquido enzimatico para promover a coagulagdo. Apds a homogeneizacdo e a formacgédo do
coagulo, permanece em repouso até obter a consisténcia lisa, firme e compacta, sendo em seguida,
realizado o corte e a mexedura. Logo ap0s foi realizada a dessoragem utilizando formas plasticas de
formato cilindrico, proprias para queijo Minas frescal, previamente sanitizadas por imersdo em
solucdo de hipoclorito de s6dio na concentracdo de 100ppm (100mg/L) de cloro ativo por litro de
agua por 20 minutos. Logo em seguida foi realizada a enformagem da massa na mesma forma, a
fim de formar blocos de massa homogéneos e firmes. Apos a enformagem foi realizada a pesagem
da massa para ser realizada a salga, ja que a proporc¢éo de cloreto de sodio a ser adicionado a massa
deve ser de 1% em relacdo ao peso da massa. A salga foi realizada, distribuindo o sal diretamente e
uniformemente em um dos lados da massa (salga seca).

O queijo Minas frescal, assim como o comercializado, ndo foi prensado, nem maturado,
permanecendo assim em temperatura de refrigeracdo até que fossem realizadas as etapas

posteriores.

Braz. J. Hea. Rev., Curitiba, v. 1, n. 2, p. 342-363, oct./dec. 2018. ISSN 2595-6825

345




Jerazilian Journal of health eview

Elaboracgéo do gel de quitosana e imersédo dos cubos de queijo Minas Frescal

Os géis de quitosana a 5mg/mL e 20mg/mL foram preparados por dissolugdo do pd de
quitosana em &cido acético a 1%, mantidos sob agitacdo moderada em agitador magnético
(TECNAL) durante 24 horas em temperatura ambiente, até a total dissolu¢do do pé e obtencdo do
gel homogéneo.

Cubos de queijo Minas frescal, com aproximadamente 2cm de aresta e 10g foram
individualmente mergulhados nos géis de quitosana com ajuda de um suporte metélico, sendo apds
escoamento do excesso as amostras assepticamente transferidas para recipientes de vidros estéreis

com tampa plastica, e armazenadas em condicOes de refrigeracdo a 4° C.

Preparacao das cepas bacterianas reveladoras da atividade antimicrobiana

Foram utilizadas cepas padrdo de Staphylococcus aureus ATCC 6538, do Departamento de
Nutricdo, Centro de Ciéncias da Saude, UFPE (Recife, Pernambuco, Brasil).

Os inoculos das cepas utilizados nos ensaios antimicrobianos foram obtidos através da
preparacdo de suspensdes de tais cepas em solugdo salina (NaCl a 0.85% p/v) esteril a partir de
culturas overnight cultivadas em BHI inclinado a 35°C. Tais suspensfes tiveram sua turbidez
padronizada de acordo com a turbidez do tubo 0.5 da escala McFarland correspondendo a
concentragdo de aproximadamente 108 Unidades Formadoras de Coldnia por mL (UFC/mL). Em
sequida, foram realizadas diluicdes seriadas (1:9 v/v) em solugdo salina (0.85%) estéril para

obtencéo do indculo desejado (aproximadamente 10° UFC/mL).

Elaboracgdo do caldo queijo para cultivo das cepas microbianas

Os ensaios de dindmica de crescimento do S. aureus foram realizados utilizando caldo
queijo como substratos de cultivo. Para preparacdo do caldo queijo, aproximadamente 150g de
queijo Minas Frescal foram misturados com 300mL de agua destilada durante 20 minutos sob
aquecimento a 100°C em bico de bunsen. Em seguida, a mistura foi submetida a filtracdo com a
utilizacdo de bomba a vacuo. O filtrado obtido foi esterilizado através do uso de sistema de

filtracdo Millipore (0,45um).

Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima
(CBM) da quitosana em caldo queijo
De acordo com o método padrdo descrito pela National Comité for Clinical Laboratory

Standards (NCCLS) (NCCLS,1999), a concentracéo inibitéria minima (CIM) é a concentracdo mais
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baixa de um agente antimicrobiano que inibe o crescimento visivel, ap6s um periodo de incubacéao
predeterminado (geralmente 18-24h).

Os testes para determinar a Concentracdo Inibitéria Minima — CIM e Concentracdo
Bactericida Minima — CBM da quitosana, foram realizados através da técnica de macrodiluicdo em
caldo queijo (NOSTRO et al., 2001). Inicialmente, 1mL da suspensdo de Staphylococcus aureusfoi
inoculado em 5mL de caldo queijo contendo quitosana em diferentes concentragfes (10mg/mL,
5mg/mL, 2,5mg/mL, 1,25mg/mL, 0,625mg/mL). Foram realizados dois controles em amostras
triplicatas, um no qual um continha apenas caldo queijo e o0 outro com caldo queijo e &cido acético,
produto este diluente da quitosana. Os sistemas foram incubados a 35°C por 24 horas. Ao término
do periodo de incubacdo, a mais baixa concentracdo que nao apresentou crescimento microbiano
visivel (turvacdo) foi considerada como a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), Apds esta
observacdo, aliquotas de 100uL dos tubos que ndo apresentaram crescimento microbiano visivel
foram inoculados em Baird Parker Agar (HiMedia), sendo este meio especifico para S. Aureus, por
24-48 horas a 35°C. As placas que ndo apresentaram crescimento na maior concentracao testada foi
considerada a Concentragdo Bactericida Minima (CBM).

Acdo antimicrobiana da quitosana sob a viabilidade de Staphylococcus aureus em queijo tipo
Minas frescal

Os ensaios de interferéncias da quitosana sobre a cinética de inibicdo bacteriana foi
realizado através do método de contagem de células viaveis. Nestes ensaios foi observado o
comportamento dos microrganismosna Concentracdo Bactericida Minima e a 20mg/mL.
Inicialmente, 1mL da suspensdo bacteriana foi inoculado em 10g do queijo Minas Frescal ja imerso
em gel de quitosana, bem como nas amostras controle. As amostras foram mantidas sob
refrigeracdo e nos intervalos de 1, 2, 5, 10, 15 e 20 dias pds-incubacdo, o produto foi diluido
seriadamente (1:9 v/v) em solucdo salina 0,1% (10 — 10®)estérile inoculada uma aliquota de
100pL das diluicBes em placa de Petri contendo Baird Parker Agar, uniformemente distribuida com
alcas Drigalski descartaveis sendo por fim incubada a 35°C. Apds o fim do periodo de incubacéo,
foi realizada a contagem do nimero de células viaveis, expressa em log de UFC/mL (SAGDIC,
2003). Os resultados foram expressos em percentual de reducdo de UFC/mL do in6culo microbiano

inicial ao longo dos tempos analisados.

Analises fisico-quimicas
Foram realizadas as seguintes andlises fisico-quimicas no queijo Minas frescal controle

(sem quitosana) e com quitosana (Concentragdes de 5mg/mL e 20mg/mL): Umidade determinada
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por gravimetria em estufa (TECNAL) a 105°C até peso constante da amostra; Residuo mineral fixo
(cinzas) obtido mediante carbonizacdo em fogareiro e calcinacdo em mufla a 550°C até peso
constante (AOAC, 2005); Lipidios totais extraidos e quantificados de acordo com o método
proposto por Bligh e Dyer (1959); Proteinas determinadas pelo método de Kjeldahl (AOAC, 2005);
Atividade de &gua determinada pelo analisador de atividade de dgua As andlises de acidez foram
realizadas por titulacdo direta com solucdo de hidréxido de sédio 0,1 M, com o auxilio de solucao
de fenolftaleina como indicador.

Analise Sensorial

Para a realizacdo da analise sensorial, a presente pesquisa foi previamente liberada para
coleta dos dados e posteriormente aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres
humanos do Centro de Ciéncias da Salde da Universidade Federal de Pernambuco
(CEP/CCS/UFPE N° 113/09) (ANEXO 1).

No Laboratorio de Analise Sensorial do Nuacleo de Nutricdo/Centro Académico de
Vitoria/UFPE (CAV/UFRPE), em cabines individuais iluminadas com luz branca, a temperatura de
24°C, foram realizadas as analises sensoriais utilizando o teste de comparacgédo pareada de diferenca
(amostras com as duas concentracdes) e de aceitacdo (amostras com ambas as concentracdes e
controle), para um painel de 15 e 46 provadores respectivamente, ndo treinados, escolhidos
conforme disponibilidade e habito de consumir queijos magros (ABNT, 1993). Cerca de 30g do
produto foram oferecidos em pratos de polietileno em temperatura refrigerada (4 £1°C), juntamente
com &gua e bolacha. A ficha sensorial de aceitacdo continha parametros de avaliagdo quanto a
aparéncia global, a cor, ao aroma, a textura e ao sabor, sendo a avaliacdo realizada pela utilizacéo
da escala hedonica estruturada de 9 pontos (1- desgostei; 2- desgostei moderadamente; 3-desgostei
regularmente; 4- desgostei ligeiramente; 5- ndo gostei/ nem desgostei; 6- gostei ligeiramente; 7-
gostei regularmente; 8- gostei moderadamente; 9- gostei extremamente), de acordo com a NBR
14141 (ABNT, 1998).

Analise estatistica
Os dados foram avaliados através de analise de variancia (ANOVA) e Teste de Duncan ao
nivel de 5% de significancia utilizando o programa Statistica 6.0 (STATSOFT, 1997).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Acéo antimicrobiana da quitosana sob a viabilidade de Staphylococcus aureus em caldo queijo e

queijo Minas frescal
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A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) encontrada foi de 2,5mg/mL, uma vez que foi a
menor concentragcdo capaz de inibir a cepa em caldo queijo, visto que ao inocular em Baird Parker
Agar houve crescimento bacteriano, demonstrando que ndo houve a morte bacteriana. A
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foi de 5mg/mL, pois ndo ocorreu crescimento no caldo e
também quando inoculada em meio sélido.

Os valores da CIM e CBM encontrados neste trabalho foram os mesmos obtidos no estudo
de Stamford et al. (2013), que encontrou para S. aureus, CIM de 2,5mg/mL e CBM de 5mg/mL de
quitosana. No entanto, Fai (2008), utilizando diferentes meios de culturas, encontrou valores de
1,5mg/mL para CIM da quitosana ao inibir o S. aureus. Resultados positivos demonstrando a agéo
inibitéria da quitosana, também sob o crescimento das enterotoxinas do S. aureus, foram
encontrados por Ouattara et al. (2000). Dessa forma, observa-se em tais estudos, a intensa busca
em analisar a agdo da quitosana sob a cepa S. aureus.

Outros autores realizaram a determinacdo de CIM e CBM da quitosana em diferentes pesos
moleculares, e em diversas cepas. Kanatt, Chander e Shama (2008) relataram que estes valores da
CIM da quitosana podem variar entre 0,1 a 10mg/mL, dependendo da variedade de
microrganismos presentes em alimentos. Bento et al. (2011) ao avaliar a bioatividade da quitosana
sob Listeria monocytogenes, encontrou os valores de 2,5mg/mL para CIM e 5mg/mL para CBM,
sendo os mesmos valores de CIM e CBM encontrados para S. aureus no presente trabalho. Porter,
Black e Drolet(2000) testaram a acdo antimicrobiana da quitosana com solucGes a 1 e 2%, em testes
conduzidos in vitro, resultando em trés grupos de bactérias quanto a sua sensibilidade a quitosana:
completamente inibido (Bacilluscereus, Shigella sonnei, Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, S. epidermidis,Proteus vulgaris, yersina enterocolitica), muito inibido (Escherichia coli.
Shigella flexneri,Pseudomonas lundensis, Citrobacter freundii, Enterococcus faecalis) e
parcialmente inibido (Salmonella typhimurium, S. thyphimurium, S. enteretidis, S. heidelberg).
Segundo Rhodes e Roller (2000), a quitosana apresenta valores de CIM e CBM mais satisfatorios
em comparacgdo a outros antimicrobianos, o que faz com que a efetivacdo da quitosana seja ainda
mais aceita em alimentos.

Apesar de inumeras comprovacOes da atividade antimicrobiana, o mecanismo da acgéo
inibitéria da quitosana ndo € completamente conhecido. Lifeng et al. (2004) relata em seu estudo
gue o mecanismo da atividade antimicrobiana da quitosana esta intimamente relacionado as
propriedades fisico-quimicas do polimero e as caracteristicas da membrana do microrganismo.
Segundo Soares Filho et al. (2006) e Fai et al.(2008), a atividade antimicrobiana da quitosana, se

deve ao fato da quitosana se ligar seletivamente a superficie celular carregada negativamente dos
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microrganismos, alterando a atividade celular e a permeabilidade da membrana, resultando na perda
de componentes intracelulares e, consequente, inibicdo microbiana.

Burt (2004) apontou em suas pesquisas O interesse na realizacdo de testes que
demonstrassem a acdo no alimento, visto que este autor relata que apesar da quitosana possuir
grande potencial na inibicdo de microrganismos, existe uma barreira para uso como aditivo devido a
interacdo entre agentes antimicrobianos e os componentes dos alimentos, que poderiam ser
responsavel por diferentes resultados.

Em paralelo, a preocupacdo pela contaminacdo por S. aureus em queijos tem sido
demonstrada em muitos estudos. Arruda et al. (2007), ao pesquisarem a ocorréncia deste
microrganismo em queijos tipo Minas Frescal comercializados nas feiras livres de Goiania,
encontraram valores elevados de S. aureus nas amostras, 0 que representa um grande risco para o
consumidor.

Em uma pesquisa de Staphylococcus aureus em queijos tipo Minas Frescal comercializado
na Regido do Triangulo Mineiro, Ferreira (2010) encontraram muitas amostras em condicdes
sanitarias insatisfatorias, sendo elevada a quantidade de S. aureus, dando indicios de praticas
improprias durante a fabricacdo do produto. Em outro estudo, Carvalho, Viotto e Kuaye (2007)
avaliando 97 amostras de queijo Minas Frescal comercializados na cidade de Campinas, SP,
revelaram que 12,9% encontravam-se  contaminados, com altas contagens de
Estafilococoscoagulase positiva, estando em desacordo com o padrdo estabelecido pela legislacéo
vigente (BRASIL, 2001).

Assim, este estudo procedeu para avaliar o poder da quitosana em diferentes concentracoes
(5mg/mL e 20mg/mL) em matriz alimentar (queijo), sendo os resultados expressos na Tabela 1 e

Figura 1.
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Tabela 1. Comportamento do crescimento/morte de Staphylococcus aureus em queijo Minas Frescal imerso em
diferentes concentragdes de gel de quitosana expressos em log UFC/mL
Dias
Amostras
0 1 2 5 10 15 20
A
6,0+0,0Ab  8,75+0,91Aa 9,88+0,03Aa 10,44+0,35Aa 10,33+0,42Aa  10,28+0,76Aa 9,95+0,95Aa
B 6,0+0,0Ac  7,79+0,14Bb 8,18+0,45Bab  7,64+0,66Bb  8,54+0,47Bab  8,96+0,10ABa 8,99+0,04ABa
C 6,0+0,0Aef 5,63+0,42Cf 6,74+0,23Chde 7,05+0,25Bbc  7,39+0,45Cacd 7,77+0,58Bac  8,14+0,29Ba

Médias seguidas de letras minusculas iguais na horizontal ndo diferem significativamente (p>0,05)

pelo teste de tukey. Medias seguidas de letras mailscula na vertical iguais ndo diferem

significativamente (p>0,05) pelo teste de tukey. A: queijo sem quitosana; B: queijo imerso em 5%

de quitosana; C: queijo imerso em 20% de quitosana.

Figura 1.Viabilidade de Staphylococcus aureus em queijo Minas Frescal revestidos com gel de quitosana nas

concentracdes 5 e 20% e controle (sem quitosana)
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Ao analisar o comportamento de cada amostra individual ao longo do tempo, foi observado

um crescimento continuo da quantidade de microrganismos em todas as amostras, 0 que

provavelmente foi resultado do método de conservacdo do queijo, o qual permaneceu sob

refrigeragdo, método este que ndo elimina as bactérias, apenas retarda o crescimento.
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Rosa (2004) ao analisar queijo Minas frescal, também demonstrou que mesmo sob
refrigeracdo e utilizacdo de métodos tradicionais, as bactérias mesofilas, assim como o S. aureus,
apresentaram um crescimento gradativo no queijo armazenado. Manolopoulou et al. (2003),
trabalhando com queijo tipo fresco, também obteve uma evolugdo das bactérias mesofilas, com
valores de 5,18 a 9,35logUFC.g*durante um periodo de 16 dias. Com isso, ¢ demonstrado que
mesmo sob refrigeracdo, e utilizando conservantes quimicos ja utilizados pela industria de
alimentos, permanece continuo a taxa de crescimento microbiano em queijos frescos.

Na amostra sem quitosana (A), houve um crescimento significativo estatisticamente no 1°
dia, entretanto, a partir do 10° dia, é possivel perceber um decréscimo da carga microbiana em
relacdo a quantidade de microrganismo, que vai decorrendo até o 20° dia. Este fato pode ter
ocorrido devido a elevada quantidade de microrganismos na amostra sem quitosana, provocando
assim a morte microbiana ou fase de declinio devido a alta competitividade entre os
microrganismos.

Na amostra B ocorreu um crescimento de forma significativa no 1° tempo. Quanto a amostra
C, esta foi a unica em que houve reducdo da carga microbiana no 1° dia do armazenamento,
seguindo um crescimento linear ao longo dos demais tempos.

Ainda analisando a Tabela 1, ao comparar as 3 amostrasobservou-se logo no 1° dia de
avaliacdo, uma diferenca significativa entre as amostras A (queijo sem quitosana), B (queijo com
5mg/mL de quitosana) e C (queijo com 20mg/mL de quitosana), sendo a reducdo de microrganismo
proporcional a maior quantidade de quitosana adicionada, 0 que permaneceu também no 2° dia.

No 5° dia, as amostras com quitosana (B e C) passaram a ndo mais diferir estatisticamente
entre si, apresentando diferenca apenas quando comparadas com a amostra sem quitosana (A), que
apresentou maior namero de S. aureus. Entretanto, nos tempos 15° e 20° dia, foi observado que a
amostra B (5mg/mL) passou a ndo mais apresentar diferenca estatistica em relacdo a amostra (A) e
(C), enquanto que a amostra C (20mg/mL) permaneceu diferindo da amostra sem quitosana (A).
Estes resultados apontam que apesar da quitosana a 20mg/mL ter obtido maiores reducdes e diferir
significativamente da amostra controle, a quitosana a 5mg/ml promoveu o controle desejavel das
cepas até o 20° dia, utilizando menores quantidades dos antibacteriano, processo estes desejavel
pela industria alimenticia.

Resultados similares aos do presente trabalho, foram encontrados por Ali et al.(2011) que ao
aplicar diferentes concentracdes de quitosana (5mg/mL, 10mg/mL e 15mg/mL) em mam{es,
verificou que a concentracdo de 15mg/mL apresentou-se mais promissora do que as concentragdes
mais baixas. Camili et al. (2007) ao empregar a solucdo de quitosana nas concentragdes 15 e

20mg/mL, encontrou que maiores concentragfes supriu de forma mais eficaz o crescimento
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microbiano. Miranda (2004) quando aplicou em macgds, filme de quitosana com a mesma
concentracdo utilizada neste trabalho (20mg/mL), obteve também resultados positivos em relagdo a
vida util.

Entretanto, outros autores encontraram resultados satisfatérios mesmo em menores
concentragdes. Assis (2009) comprovou a eficiéncia do biofilme de quitosana quando utilizou
concentragdo de 10mg/mL como envoltério protetor em morangos. Dotto et al. (2008) ao aplicar
filme de quitosana a 5g/L em mamdes papaia, verificou que a contaminagédo foi reduzida em 60%,
ndo sendo necessario o uso de concentracbes maiores para aumentar a vida Gtil dos mamdes. Bento
et al. (2011) ao adicionar 5mg/mL de quitosana em paté de carne também encontrou atividade
antimicrobiana satisfatoria, porém vale mencionar que neste estudo a quitosana foi incluida na

massa do paté e ndo como cobertura comestivel.

Avaliagéo Fisico-Quimica

Os resultados da composicédo centesimal estdo apresentados na Tabela 2. Quanto ao teor de
umidade, houve diferenca significativa entre as amostras. Sendo a amostra A (controle) com maior
diferenca significativa em relagcdo a B (5mg/mL de quitosana) e C (20mg/mL de quitosana). Quanto
maior o teor de umidade no queijo, mais rapido ocorrera a proteolise,tendo como consequéncia a
modificacdo da consisténcia e do sabor do queijo (OLIVEIRA, 1986). As médias obtidas nas
amostras quanto ao teor de umidade estdo de acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade de Queijos que estabelece uma faixa de umidade nédo inferior a 55,0% (BRASIL, 1996).
As amostras analisadas neste estudo classificam-se de acordo com este Regulamentocomo queijos
de muita alta umidade.

A concentracdo de quitosana no gel reflete diretamente sobre a afinidade pela &gua e demais
solugdes aquosas.O alto grau de hidrofilicidade da quitosana tem sido atribuido aos grupos
desacetilados presentes na cadeia polimérica, ao redor dos quais é favorecia uma grande migracao
de moléculas de adgua (JOLLES e MUZZARELLI, 1999). Estas afirmacdes foram confirmadas
neste estudo onde as amostras revestidas com gel de quitosana foram as que apresentaram menores
valores de umidade, sendo a amostra C com 20mg/mL de quitosana significativamente menor que a

amostra B com 5mg/mL de quitosana no gel (Tabela 2).

Braz. J. Hea. Rev., Curitiba, v. 1, n. 2, p. 342-363, oct./dec. 2018. ISSN 2595-6825

353




354

Jerazilian Journal of health eview

Tabela 2. Composicdo centesimal e parametros fisico-quimicos do queijo Minas frescal

Analises Amostras

A B C
Umidade (%) 71,96+0,60a 67,50+0,75b 62,33+0,50c
Lipidios (%) 8,81+1,14a 8,50+0,36a 7,5040,30a
Aw 0,972+0,004a 0,979+0,005a 0,947+0,029a
Cinzas (%) 1,38+0,17b 1,77+0,04ab 1,91+0,30a
Proteinas (%) 12,56+0,04a 10,79+0,67b 11,02+0,69b
Acidez (%) 0,11+0,01c 0,4040,01a 0,30+0,01b

Médias seguidas de letras iguais na horizontal ndo diferem significativamente (p>0,05) pelo teste de tukey. A: queijo
sem quitosana; B: queijo imerso em 5% de quitosana; C: queijo imerso em 20% de quitosana.

Quanto ao teor de lipideos, ndo houve diferenga significativa entre as amostras (Tabela 2).
Vale ressaltar que mesmo a quitosana se ligandoquimicamente as moléculas de gordura do sistema,
a imersdo em gel de quitosana a 5mg/mL e 20mg/mL nas amostras de queijo em estudo nédo
interferiu no teor de gordura dos produtos, quando comparado ao controle. Entretanto, supde-se que
0 menor teor de lipidio nas amostras a 20mg/mL, pode ser consequéncia da ligacdo desta com a
gordura devido a alta afinidade, deixando a mesma menos disponivel durante a analise.

Variacdo nos percentuais de gordura em queijo Minas frescal também é justificada pela
auséncia de padronizacdo do leite e por diferentes manejos nutricionais dos rebanhos, além da
presenca de microbiota lipolitica em leite (ORNELAS, 2005).

Quanto a atividade de agua ndo houve diferenca significativa entre as amostras. Todas
apresentaram valores de aW acima de 0,90 (Tabela 2). Contudo, € importante ressaltar que a maior
preocupacdo com relacdo a alta aW, € a probabilidade de interferir como fonte de risco para
desenvolvimento de microrganismos.

Em relacdo a acidez titulavel verificou-se um maior valor na amostra B (5mg/mL de
quitosana) estatisticamente superior as outras amostras (Tabela 2). Este resultado pode ser atribuido
a uma maior concentracdo em acido acético presente no gel de quitosana a 5mg/mL. Um maior
valor de acidez esta diretamente relacionado com o aumento da populacdo dos microrganismos
mesofilos, psicrotroficos e principalmente as bactérias lacticas, as quais sdo 0s principais agentes na
transformacéo da lactose em acido lactico.

Quanto ao teor de cinzas (Tabela 2), a amostra C foi a que apresentou maior teor, sendo
estatisticamente superior a amostra A (controle), ndo havendo diferenca significativa entre as
amostras B e C, que foram revestidas com gel de quitosana. O teor de cinzas significa o aporte de
sais minerais no alimento, elementos significantes e de suma importancia para atividades biologicas
no organismo humano.

O teor de proteinas foi superior estatisticamente na amostra A (Controle) comparado as

amostras B e C (Tabela 2), podendo ser atribuido a capacidade da quitosana em formar complexos
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com proteina pela interagdo ibnica entre 0s grupos aniénicos das proteinas e 0s grupos amino da
quitosana (MENDES et al., 2011). Resultados superiores foram encontrados por Machado (2010)
onde os teores de proteinas entre as amostras de queijo Minas frescal avaliadas variaram de 16 a
229/100g.

Analise Sensorial

As amostras foram submetidas aos testes sensoriais, visto que esses antimicrobianos, apesar
de possuir uma grande aplicabilidade em diversos produtos industriais e in natura, ainda
apresentam poucos estudos demonstrando a interferéncia nesse principal atributo de qualidade.

No teste de comparacdo pareada dos queijos com as concentragcbes de 5mg/mL e a
20mg/mL, para detectar se a diferenca entre as duas amostras era perceptivel, foi observado que dos
15 provadores, 14 perceberam a diferenca. Assim, pelo teste monocaudal 15<14, foi comprovado
que existe diferencga sensorial entre as duas amostras ao nivel de 0,1% de significancia.

A Figura 4 expressa as médias das notas atribuidas pelos provadores no teste de aceitagéo,
no qual foi observada a influéncia da variavel do processo (adicdo ou ndo de quitosana, em

diferentes concentracdes), sobre os atributos de qualidade (aparéncia, cor, odor, sabor e textura).

Figura 2.Médias das notas obtidas na no Teste de Aceitacdo de queijo Minas frescal revestido com gel de quitosana

(amostra B: 5mg/ml de quitosana; amostra C: 20mg/mL de quitosana) e controle (amostra A: sem revestimento de

quitosana).
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Médias seguidas de letras iguais no mesmo atributo ndo diferem significativamente ao nivel de 5% pelo teste de tukey.

Quanto ao atributo aparénciaa amostra A (controle) apresentou maior média entre o0s

provadores, de 8,27, porém, ndo houve diferenca significativa em comparacdo a amostra B
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(5mg/mL de quitosana). Porém a amostra A variou estatisticamente da amostra C (20mg/mL de
quitosana), e as amostra B e C ndo variaram entre si. Estes resultados demonstram que quanto
maior a concentracao de quitosana no gel, mais perceptivel fica para o consumidor as modificacdes
sobre a aparéncia geral do produto. As médias obtidas para este atributo compreenderam entre a
nota 7,0, que reflete em “gostei regularmente” (amostras com Smg/mL e 20mg/mL de quitosana) e
a nota 8,0 “gostei moderadamente” (amostras sem quitosana). A aparéncia € um atributo que reflete
diretamente nas caracteristicas global, sendo muitas vezes responsavel pela aceitacdo, rejei¢do, ou
preferéncia de um produto. Estudos realizados por Dotto et al. (2008) também constataram que
houve diferenca significativa na aparéncia, quando aplicado quitosana em mamao.

As médias obtidas para os atributos cor, odor e textura ndo apresentaram diferenca
significativa entre as amostras, sendo as maiores médias observadas para a amostra A (controle),
com médias também entre 7,0 e 8,0.

Referente a avaliacdo da cor, Botrel et al.(2007) ao recobrir quitosana em alho minimamente
processado obteve resultados satisfatorios, afirmando que as alteracGes na coloragédo superficial do
produto ndo apresentaram diferenca significativa (p > 0,05) para a variagdo da tonalidade de cor e
da saturacdo de cor durante o tempo de estocagem a 10°C em relagédo ao controle, onde a quitosana
promoveu um pequeno retardamento na alteracdo da tonalidade da cor. Outras respostas positivas
relacionados a melhoria da cor pela inclusdo de quitosana foram observados em suco de magca
(GRECO,CUBITTO e RODRIGUEZ, 2007), mam&o papaia (DOTTO, et al., 2008), uva (CAMILI,
2007) e macds cortadas (ASSIS; ALVES, 2002), devido ao processo de retardamento do
escurecimento enzimatico, e sua influéncia sob a formagcdo da quinona, agente promotor dos
pigmentos escuros. Em contrapartida, foram relatados por outros autores resultados negativos,
como no estudo de cookies (VIEIRA, 2001) e de péssegos douraddo (SANTOS et al., 2008), onde
foi relatado o escurecimento do produto (coloracdo escura) devido ao uso da quitosana. No caso do
queijo Minas frescal foi observado visivelmente uma leve tonalidade amarelada nos queijos com
quitosana, porém, essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa.

Em relacdo a textura, Altieri et al. (2005) estudando a eficiéncia de quitosana em queijo
mugcarela, também observou que a quitosana ndo comprometeu a funcionalidade tecnoldgica e
modificacdo na textura do queijo. Damian (2005) relata que € possivel produzir salsichas
Frankfurtde baixo teor de gordura adicionadas de quitosana, sem alterar significativamente suas
caracteristicas sensoriais de textura, uma vez que a analise sensorial ndo apresentou diferencas
significativas entre assalsichas contendo quitosana e as do controle.

Em relacdo ao atributo sabor ndo houve diferenca significativa entre a amostra sem

quitosana e a amostra com quitosana a 5mg/mL, porém, houve diferenca entre ambas as amostras
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comparada a amostra com 20mg/mL. A hipétese para tal resultado se deve ao fato de que a adicéo
da quitosana em altas concentracfes promove um sabor residual perceptivel uma vez que a
quitosana € diluida em acido acético. Han et al. (2005) ao estudarem o emprego da quitosana no
armazenamento de morangos, afirmaram que apesar da quitosana ser um bom conservante, ao ser
dissolvida em solugdes acidas, desenvolveu adstringéncia e amargura no sabor das frutas, o que
poderia também ter ocorrido no queijo em maior concentracdo. Entretanto, vale ressaltar que apesar
da diferenca encontrada, a amostra com quitosana em maior concentracdo obteve a nota 6,0
equivalente a “gostei ligeiramente”, isto €, todas as médias obtiveram valores compreendidos nos
termo ““‘gostei”, o que indica uma boa aceitacdo do produto.

Resultados satisfatorios pelo uso da quitosana foram também encontrados por Janior et al.
(2010), que em estudo realizado com mamao e cobertura de quitosana, encontraram em todos 0s
atributos o termo “nem gostei € nem desgostei”’, o que demonstrou a nao influéncia negativa nos
atributos sensoriais de produtos adicionados de quitosana.

Gerla et al. (2011) avaliando atributos sensoriais como sabor, cor, textura, docgura e sabor residual
de gelados comestiveis de leite de bufala adicionados de quitosana e farinha de linhaga, constataram

uma boa aceitacdo pelos consumidores do produto, conforme os atributos avaliados.

4 CONCLUSOES

Evidenciou-se o potencial antimicrobiano da quitosana, onde cepas de S. aureus foram
inibidas pelo revestimento com gel de quitosana em queijo tipo minas frescal durante o periodo de
20 dias de estocagem sob refrigeracao.

Os dados resultantes das avalia¢fes fisico-quimicas demonstraram que o revestimento com
quitosana promoveu discretas alteracfes sobre as caracteristicas proprias do queijo, porém, nao
levou a modificacgdes significativas sobre a qualidade do produto final. Sensorialmente, as amostras
de queijo com quitosana apresentaram boa aceitacdo reforcando o potencial de utilizacdo deste
polimero como agente de conservacgdo de alimentos.

Estes resultados sdo satisfatorios do ponto de vista da seguranca alimentar, visto que este
patdgeno possui grande repercussdo no desenvolvimento de doencas de origem alimentar e a
aplicacdo de quitosana reveloupossuir potencial acdo para a conservacdo do queijo de coalho,

podendo ser empregada na inddstria alimenticia.
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