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RESUMO

O consumo de sorvete no Brasil vem crescendo nos ultimos anos e paralelo a isso as
exigéncias por parte dos consumidores por alimentos mais seguros e com menos aditivos
artificiais também tem aumentado. O sorvete é um alimento nutricionalmente rico, pois tem o
leite como um dos seus ingredientes. Porém, esse elevado valor nutricional faz com que o
produto seja um meio extremamente favordvel ao crescimento de micro-organismos sendo
necessaria a tomada de medidas de controle visando minimizar possiveis riscos
microbiol6gicos que possam ocorrer por uma contaminagdo pos-pasteurizacdo. Listeria
monocytogenes estd entre 0s micro-organismos patogénicos que podem estar presentes em
sorvete. Trata-se de uma bactéria amplamente presente na natureza, podendo contaminar o
sorvete devido a falhas de higiene ambiental, de manipulador ou através de ingredientes
adicionados apds pasteurizagdo. Uma das alternativas para controlar o crescimento de micro-
organismo em alimentos tem sido o uso da quitosana como antimicrobiano. A presente
pesquisa visa avaliar a efetividade da quitosana como antimicrobiano sobre Listeria innocua
ATCC 3309, em substituicdo a patdgena Listeria monocytogenes, através de testes com meio
de cultura pela determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracdo
Bactericida Minima (CBM) e adicionada a uma matriz alimentar (sorvete). Para isso,
quitosana de alto peso molecular, foi dissolvida em solu¢do de &cido citrico na proporcéo
1:1,5. No teste com meio de cultura foram avaliadas as seguintes concentragdes: 50, 100, 200,
400 e 800pg/mL; no teste com sorvete, as concentragdes avaliadas foram 800, 1200 e
1600pg/mL. A inoculacdo de L. innocua na calda basica para sorvete foi feita na etapa de
maturagdo da calda e o seu crescimento no sorvete foi acompanhado por um periodo de 60
dias, sendo realizada a contagem desse micro-organismo na calda bésica para sorvete logo
apds a inoculagdo e decorrido 24 horas de maturacdo a 5°C. No sorvete, a contagem foi
realizada nos tempos 0, 1, 5, 10, 15, 30, 45 e 60 dias. A Concentra¢do Bactericida Minima
(CBM) de quitosana sobre L. innocua ATCC 330990 foi 800pg/mL. Adicionada ao sorvete,
nenhuma das concentragbes de quitosana testadas (800, 1200 e 1600ug/mL) reduziram a
concentragdo de L. innocua a niveis necessarios para considerd-la uma substancia
antimicrobiana sobre 0 micro-organismo em questdo em um produto com a seguinte
composicdo centesimal: 23,29 a 27,30% de carboidrato, 2,50 a 3,57% de proteina e 4,91 a
6,50% de lipidios.

Palavras-chaves: sorvete, quitosana, Listeria monocytogenes, Listeria innocua.



ABSTRACT

The ice cream consumption in Brazil has grown in recent years and, in parallel to the demands
by consumers for safer and less artificial additives food has also increased. The ice cream is a
nutritionally enriched food, since the milk has as one of its ingredients. However, this high
nutritional value makes the product is very favorable to the growth of micro-organisms being
necessary means taking control measures to minimize potential microbiological hazards that
may occur by a post-pasteurization contamination. Listeria monocytogenes is among
pathogenic microorganisms that may be present in ice cream. It is a widely present in nature
bacteria and contaminate the ice cream because of environmental hygiene, manipulator or
through failures ingredients added after pasteurisation. An alternative to controlling the
growth of micro-organism in foods has been the use of chitosan as an antimicrobial. This
research aims to evaluate the effectiveness of chitosan as an antimicrobial agent against L.
innocua ATCC 33009, replacing the pathogen Listeria monocytogenes, by testing medium by
determination of Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal
Concentration (MBC) and added a food matrix (ice cream). To this end, high molecular
weight chitosan was dissolved in a solution of citric acid in the ratio 1:1.5. In the test culture
medium with the following concentrations were tested: 50, 100, 200, 400 and 800ug/mL; the
test with ice cream, evaluated concentrations were 800, 1200 and 1600ug/mL. The
inoculation of L. innocua the basic syrup to ice cream was made in the stage of maturation of
syrup and ice cream in their growth was followed for a period of 60 days, this microorganism
counting was performed in basic syrup to ice cream immediately after inoculation and 24
hours of aging at 5 ° C. elapsed On ice, the count was conducted at 0, 1, 5, 10, 15, 30, 45 and
60 days. The Minimum Bactericidal Concentration (MBC) of L. innocua ATCC chitosan on
330990 was 800ug/mL. Added to ice cream, none of the tested concentrations of chitosan
(800, 1200 and 1600 pg / ml) reduced the concentration of L. innocua at levels necessary to
consider it an antimicrobial substance on the micro-organism in question in a product with
following chemical composition: 23.29 to 27.30% carbohydrate, 2.50 to 3.57% protein and
4.91 to 6.50% lipids.

Keywords: ice cream, chitosan, Listeria monocytogenes, Listeria innocua.
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1 INTRODUCAO

A crescente busca dos consumidores por alimentos de boa qualidade, longa vida
de prateleira e com reduzido teor de conservantes artificiais faz com que a inddstria
alimenticia busque alternativas que garantam a inocuidade dos produtos alimenticios quanto a
presenca de micro-organismos patdgenos e suas toxinas (GOULD, 1995).

O uso indiscriminado e rotineiro de conservantes artificiais em alimentos tem
favorecido a resisténcia de alguns micro-organismos. Nesse contexto, pesquisas vém sendo
realizadas visando avaliar o emprego de conservantes naturais em alimentos, dentre eles, a
quitosana vem sendo considerada um antimicrobiano natural de potencial aplicagcdo devido
sua baixa toxicidade, proporcionando seguranca microbioldgica e quimica. Trata-se de um
polissacarideo hidrolisdvel por enzimas naturalmente presentes no organismo de animais,
inclusive do homem, como por exemplo, a lisozima e a quitosanase (MELLO et al., 2006).

A efetividade da quitosana no controle microbioldgico de alimentos depende de
vérios fatores inerentes & propria quitosana, como o peso molecular e o estado fisico, & matriz
alimentar em que serd adicionada, como o pH e a composic¢éo do produto, e as caracteristicas
do micro-organismo alvo (DEVLIEGHERE; VERMEULEN; DEBEVERE, 2004; KONG et
al., 2010; TSAl et al., 2002).

Alimentos a base de leite, como sorvetes, estdo envolvidos em surtos de doengas
transmitidas por alimentos mesmo em paises onde sdo realizados controles rigorosos na
producéo de alimentos, como nos Estados Unidos. Tal fato se deve ao produto apresentar
elevado valor nutricional, pH em torno da neutralidade (6,0 a 7,0), favoravel ao crescimento
microbiano, e ao longo tempo de armazenamento (HONG KONG, 2001). Dentre os micro-
organismos envolvidos, podem-se citar os patdgenos Listeria monocytogenes e Salmonella
spp., ambos capazes de se multiplicarem sob temperaturas de refrigeragdo, pondo em risco a
saude de consumidores mais susceptiveis como criancas e gestantes (CATAO; CEBALLOS,
2001).

O consumo de sorvete no Brasil vem apresentando significativo aumento,
atingindo a marca de 76,49% nos ultimos dez anos (ABIS, 2013). Essa é uma das razdes de se
ampliar medidas de controle que garantam a inocuidade do alimento, j& que o processo de
pasteurizacdo na fabricacdo de sorvete e 0 armazenamento & temperatura de congelamento (-
18°C) ndo sdo suficientes para garantir a seguranca do produto, pois pode ocorrer
contaminacdo apos a pasteurizacdo caso ndo sejam adotadas as boas praticas de fabricacéo.

A busca por parte dos consumidores e da industria de alimentos por novas
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estratégias de conservagdo de produtos alimenticios aliadas & reducdo do uso de aditivos
artificiais levou pesquisadores a estudar as diversas formas de aplicagdo da quitosana
destinada a este fim, portanto, € significativo o estudo do efeito de antimicrobianos naturais
sobre micro-organismos patdégenos em sorvete. Assim, este trabalho teve o objetivo de
determinar a Concentracdo Inibitéria Minima e a Concentracdo Bactericida Minima de
quitosana sobre Listeria innocua em meio de cultura e avaliar o potencial da quitosana como

antimicrobiano natural no controle de Listeria innocua em sorvete.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 SORVETE

2.1.1Definicdo e Classificagao

A legislacdo brasileira classifica sorvetes e picolés, como sdo conhecidos

popularmente, em Gelados Comestiveis. Estes sdo definidos como produtos alimenticios

obtidos a partir de uma emulsdo de gorduras e proteinas, com ou sem a adi¢do de outros

ingredientes ou substancias, ou de uma mistura de agua, aclcares e outros ingredientes e

substancias que tenham sido submetidas ao congelamento, em condiges tais que garantam a

conservagdo do produto no estado congelado ou parcialmente congelado, durante o

armazenamento, o transporte e a entrega (BRASIL, 1999).

A legislacdo brasileira (ANVISA, 1999), classifica os gelados comestiveis de

acordo com seus componentes basicos em:

Sorvete de creme: elaborados basicamente com leite e/ou derivados l&cteos e/ou
gorduras comestiveis;

Sorvete de leite: elaborados basicamente com leite e/ou derivados lacteos;

Sorvete: elaborados basicamente com leite e/ou derivados lacteos e/ou outras matérias
primas alimentares, em que os teores de gordura e/ou proteina sdo total ou
parcialmente de origem l4ctea;

Sherbets: elaborados basicamente com leite e/ou derivados lacteos e/ou matérias
primas alimentares e que contém apenas uma pequena porcdo de gorduras e proteinas
as quais podem ser total ou parcialmente de origem ndo lactea;

Gelados de frutas ou Sorbets: elaborados basicamente com polpas, sucos ou pedagos
de frutas e agucares;

Gelados: elaborados basicamente com agUcares, podendo ou ndo conter polpas, sucos,

pedacos de frutas e outras matérias primas.

2.1.2 Ingredientes e Composigado

A qualidade dos ingredientes e a sua manipulagdo adequada sdo fatores

importantes na produgdo de sorvete. Os ingredientes bésicos utilizados sdo: agua, gordura,

s6lidos ndo gordurosos do leite (SNGL), adocantes, estabilizantes e emulsificantes, corantes e
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aromatizantes, além da opcéo de adicionar frutas, extrato de malte, cacau, coberturas e outros
produtos similares responséveis por caracterizar o sabor final do sorvete (MOSQUIM, 1999;
SOLER; VEIGA, 2001).

A gordura é o ingrediente determinante para o célculo da mistura, sendo 0s
demais ingredientes estabelecidos com base na proporcédo em que se ligam a ela (KEENEY;
KROGER, 1987; VARNAM; SUTHERLAND, 1994), podendo variar de 0 a 24%,
dependendo dos padrdes legais, da qualidade e do preco (MARSHALL; ARBUCKLE, 1996).
E o ingrediente responsavel pela maciez, cremosidade e pelo desenvolvimento de uma textura
suave do produto além de aumentar sua resisténcia a fusdo (AMIOT, 1991; EARLY, 2000;
MOSQUIM, 1999). A fonte de gordura mais utilizada € a de origem animal, provenientes do
uso de leite integral e de seus derivados como, creme de leite, manteiga, gordura lactea anidra,
misturas de leite concentrado. E possivel também fazer uso de gordura vegetal hidrogenada
propria para gelados comestiveis (ponto de fusdo menor que 34°C) quando se quer adicionar
mais gordura na formulacéo a fim se obter um sorvete mais cremoso ou quando o objetivo é a
substituicdo parcial da gordura lactea visando reduzir os teores de colesterol e aumentar
plasticidade do produto ou reduzir os custos. Além disso, pode-se também fazer uso de
gordura de coco, de palma, de cacau e de algoddo. A escolha do tipo de gordura, sua
composicdo e ponto de fusdo afetam diretamente as caracteristicas organolépticas e a
estabilidade do sorvete durante seu armazenamento (MARSHALL; GOFF; HARTEL, 2003).

Os acgucares adicionados ao sorvete séo os responsaveis pela reducdo do ponto de
congelamento e aumento da viscosidade, tornando-o mais cremoso e melhorando a
consisténcia. A sacarose € o aglcar mais utilizado devido seu elevado poder edulcorante (100)
quando comparado com outros adocantes como glicose (74) e lactose (16), além de contribuir
para 0 aumento dos sélidos da mistura que influencia diretamente a textura, cremosidade,
maciez e aspecto geral do produto final. A glicose, em p6 ou liquida, é uma alternativa de
substituicdo parcial & sacarose por evitar a sensacdo “enjoativa” e por destacar atributos de cor
e sabor no sorvete. Seu uso combinado com a sacarose evita a cristalizagéo desta no produto
(MOSQUIM, 1999).

Os emulsificantes sdo substancia tensoativas (contém porcdo hidrofobica e
hidrofilica na sua molécula), o que possibilita atuar na manutencdo da estabilidade da
dispersdo de duas fases imisciveis, ou seja, emulsdo 6leo e agua, estabilizando a mistura e
facilitando a formacdo de emulses e de espuma (ar em suspensdo), além de deslocar as
proteinas da interface das bolhas de ar (ARMONDES, 1998; COULTATE, 2004; GOFF,
2008; MOSQUIM, 1999; VICENTE; CENZANO; VICENTE, 1996).
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Os emulsificantes e os estabilizantes atuam nas propriedades de derretimento do
sorvete, facilitam a incorporagdo de ar e conferem melhor estabilidade durante o
armazenamento. A estabilidade ocorre devido & capacidade de retencdo de é&gua dos
estabilizantes, que imobilizam grande quantidade de &gua quando dissolvidos, inclusive a
agua ndo ligada, provocando o aumento da viscosidade da calda e permitindo uma melhor
distribuico do ar. Os estabilizantes também minimizam o crescimento de cristais de gelo
quando o sorvete é submetido a variagdes de temperatura até que seja consumido. Vale
ressaltar que os efeitos benéficos de estabilizantes na produgdo de sorvete s6 sdo obtidos
quando adicionados nas proporcgdes corretas, ndo mais que 0,5% (MOSQUIM, 1999). Os
estabilizantes mais utilizados sdo: goma guar, goma xantana, carragenas e alginatos
(COULTATE, 2004).

A adigdo de acidulantes, aromatizantes e corantes na produgdo de sorvete visa
conferir ou acentuar a cor e o sabor caracteristico do produto. Em sorvetes de fruta, a adi¢éo
de 15% dessa ndo é suficiente para conferir uma cor atrativa ao sorvete, por isso, recomenda-
se a adicdo de corante. Normalmente, a incorporacéo de aromas e corantes a calda é realizada
antes do seu congelamento, com excecdo de materiais sélidos como passas, castanha e nozes,
que sdo adicionados no produto j& congelado, no momento da saida do equipamento produtor
(MOSQUIM, 1999).

Overrun é o nome dado ao aumento de volume obtido pelo batimento de ar na
mistura durante o processo de congelamento do sorvete (HONG KONG, 2001). Esse processo
também € chamado de incorporacdo de ar. O percentual de overrun adicionado varia,
principalmente, com o equipamento utilizado e com o balanceamento dos ingredientes
adicionados a calda afetando diretamente o calculo de custos do sorvete (VARNAM;
SUTHERLAND, 1994). Se o sorvete tem 100% de overrun, significa que o volume de ar é
igual ao volume da mistura, ou seja, 1 litro de mistura faz 2 litros de sorvete (HONG KONG,
2001). Mosquim (1999) relaciona o percentual de gordura do sorvete com o percentual de

overrun a ser adicionado (Tabela 1).

Tabela 1 - Percentual de incorporagdo de ar (overrun) ao sorvete em relagdo ao percentual de
gordura.

% GORDURA % Overrun
10 110a 112
10a12 80 a 105
10a14 40290

Fonte: MOSQUIM, 1999 (adaptado).
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A férmula para o célculo do percentual de overrun adicionado é a seguinte:
Overrun = VE -VI x 100
VI

Onde: VF = volume final e VI = volume inicial

Marshall, Goff e Hartel (2003) relatam que além da qualidade dos ingredientes
utilizados, a obtencdo de um sorvete com as caracteristicas desejaveis depende também da
correta propor¢do dos ingredientes. A formulagéo da calda bésica de sorvete é feita a partir de
um balanceamento dos ingredientes, com énfase nos percentuais de gordura, sdélidos ndo
gordurosos do leite (SNGL) ou extrato seco desengordurado (ESD), agUcar e solidos totais
(ST) ou extrato seco total (EST). A medida que o teor de gordura aumenta, € necessario
reduzir o teor de ESD (Tabela 2). Essa relacdo é importante para a obtengdo de um sorvete de

qualidade e para evitar a cristalizagéo da lactose (MOSQUIM, 1999).

Tabela 2 - Teor de gordura em relacdo ao %ESD na formulacdo de sorvete.

% GORDURA % ESD”
10 11,0-12,0
12 10,5-11,0
14 8,5-10,5
16 7,0-9,5
18 6,5-8,5
20 6,0-7,5

Fonte: MOSQUIM, 1999.
*ESD: Extrato seco desengordurado.

A porcdo de solidos ndo gordurosos do leite (SNGL) é formada por lactose,
proteinas, sais minerais e vitaminas hidrossoliveis. Esses componentes contribuem para as
caracteristicas de corpo, textura e sabor do produto, além de tornarem o sorvete um alimento
altamente nutritivo decorrente do elevado valor biolégico das proteinas presente (caseinas,
albuminas e globulinas). O excesso de SNGL ou ESD pode provocar a cristalizagdo da lactose
e a sua falta forma um produto sem coeséo e com pouco overrun (MOSQUIM, 1999).

A composicdo quimica do sorvete determina varios parametros estruturais e
sensoriais importantes para a obtengdo de um produto final de qualidade, como firmeza,
resisténcia ao derretimento e textura (GRANGER et al., 2005).
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2.1.3 Processo de Fabricacdo do Sorvete

O sorvete é fabricado a partir de uma mistura basica, também chamada de calda
ou emulsdo estabilizada, pasteurizada e submetida ao processo de congelamento sob agitacéo
(batimento) e incorporagdo de ar (overrun), produzindo uma substancia cremosa que atenda
aos padrdes definidos para solidos totais e overrun (MOSQUIM, 1999).

Para Pereda et al. (2005), trata-se de uma espuma congelada na qual as bolhas de
ar estdo cobertas por cristais de gelo, cristais de lactose e globulos de gordura
individualizados ou parcialmente fundidos, em que a unido desses glébulos de gordura com as
bolhas de ar conferem firmeza ao sorvete. A estrutura do sorvete é apresentada nas Figuras 1 e
2.

Figura 1- Estrutura do sorvete visto por Microscopia de VarredraEIetrOnica (SEM).

v 13

aristal de
bolha de ar o~ gelo

bolha de ar

A
gordura

cristal de
gelo

Fonte: GOFF; VERESPEJ; SMITH (1999).

Figura 2 - Estrutura do sorvete visto por Microscopia de Transmissdo Eletronica (TEM).

Fonte: GOFF; VERESPEJ; SMITH (1999).
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Na Figura 1 é possivel observar bolhas de ar, glébulos de gordura e cristais de
gelo dispersos na solucéo de aglcar e na Figura 2, obtida por uma técnica mais eficiente, é
possivel visualizar até as micelas de caseina, localizadas proximas aos glébulos de gordura.

O processo de fabricacdo de sorvete é variavel de acordo com o processo
tecnoldgico e com os equipamentos utilizados, tendo as seguintes etapas basicas: preparo dos
ingredientes, homogeneizacéo, pasteurizagdo, resfriamento répido, maturacdo, congelamento
por batimento, acondicionamento, congelamento final (GOFF, 2008).

Os ingredientes sdo pesados e adicionados em taques misturadores dotados de
hélice e sistema de aquecimento ou no proprio pasteurizador. Inicialmente sdo colocados 0s
ingredientes liquidos, agua ou leite in natura, e em seguida os ingredientes solidos como leite
em po, aclcares, gordura, espessantes, estabilizantes e saborizantes e a mistura é aquecida a
medida que os ingredientes sdo adicionados. Recomenda-se dispersar o0s estabilizantes em
acUcar ou outro ingrediente sélido antes de adiciona-los & mistura (SOLER; VEIGA, 2001).

A homogeneizagdo pode ser feita antes da pasteurizagdo ou paralelamente a ela,
no caso de o pasteurizador dispor de homogeneizador, sendo fundamental o pré-aquecimento
da mistura. Esta etapa consiste na quebra ou reducdo do tamanho dos glébulos de gordura
para impedir sua separacdo nas etapas posteriores como maturacdo e congelamento. Um
sorvete homogeneizado torna-se mais uniforme, possibilita reduzir o tempo de maturagéo e
requer menos espessante (MOSQUIM, 1999).

A pasteurizacdo é uma etapa obrigatdria na fabricacdo de gelados comestiveis
elaborados com produtos de laticinios e/o ovos, de acordo com a legislacdo (BRASIL, 1999),
que também cita a relacdo tempo x temperatura a ser aplicada, sendo maior que o bindmio
utilizado para pasteurizar leite fluido, pois a adi¢do de aglcar e gordura como ingredientes do
sorvete dificulta a transferéncia de calor. Nesse caso, recomenda-se utilizar 70°C por 30
minutos para processo em batelada ou 80°C por 25 segundos para processos continuos
(BRASIL, 1999; VARNAM; SUTHERLAND, 1994). O tratamento térmico aplicado tem
como principal objetivo destruir os micro-organismos patogénicos para atender os padrdes
legais, além de aumentar o periodo de conservagdo do produto. Além disso, promove uma
melhor distribuicdo dos ingredientes e faz com que os estabilizantes e emulsificantes se
dissolvam completamente e trabalhe com toda sua potencialidade (MOSQUIM, 1999).

A calda pasteurizada deve ser resfriada rapidamente a temperaturas de 7 a 10°C
para evitar a multiplicacdo de micro-organismos nao-patégenos sobreviventes ao tratamento
térmico (MOSQUIM, 1999). Em seguida, a calda é transferida para tinas de maturagdo, onde

atingird temperaturas mais baixas (3-5°C), sob agitacdo lenta e constante, por um tempo que
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pode variar de 1 a 24 horas, sendo maior o tempo para sorvetes com maior teor de gordura e
evitado periodos muito longos para que ndo ocorram alteracfes por micro-organismos
psicrotréficos (VARNAM; SUTHERLAND, 1994). Essa etapa contribui para 0 aumento da
viscosidade da calda devido & hidratagdo das proteinas e dos estabilizantes, que absorvem
agua livre, favorece a absor¢do de ar durante o batimento e aumenta a resisténcia ao
derretimento do sorvete (AMIOT, 1991; EARLY, 2000; MADRID; CENZANO VICENTE,
1996; MOSQUIM, 1999).

A etapa de congelamento é realizada em duas partes. Na primeira, a mistura é
congelada sob continua agitacdo (batimento) e na segunda ocorre o endurecimento do sorvete
em camaras de armazenamento. Durante 0 congelamento sob agitagdo ocorre a incorporagao
de ar, em que aproximadamente 33 a 67% da agua sdo congeladas e o produto adquire uma
consisténcia semi-solida, saindo do equipamento produtor a uma temperatura de
aproximadamente -6°C. O restante da agua é congelada quando o produto é estocado em
camaras de congelamento & temperaturas de aproximadamente -25°C (MOSQUIM, 1999).

O processo de congelamento pode ocorrer em dois tipos de equipamentos:
congeladores descontinuos (Figura 3a), utilizados para processo artesanal ou em baixa escala
ou congeladores continuos (Figura 3b), utilizados para fabricacdo em escala industrial. Este
altimo processo é mais rapido, congela cerca de 50% da &gua em poucos minutos, forma
grandes quantidades de pequenos cristais de gelo e o produto adquire corpo e textura suaves.
Além disso, esse equipamento é dotado de um dosador de ar permitindo que sorvete obtenha
um overrun de até 130%, enquanto no equipamento descontinuo o ar € incorporado apenas
por agitacdo da calda a pressdo atmosférica, atingindo um overrun de 50 a 100%
(MOSQUIM, 1999; VARNAM; SUTHERLAND, 1994).

Figura 3 - Equipamento produtor de sorvete: (a) descontinuo, (b) continuo.
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Fonte: www.systherm.ind.br (2013).
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O produto pode ser envasado em embalagens de diferentes volumes conforme o
destino da venda; se fracionada, utiliza-se caixas descartaveis (Figura 4a) ou em pontos de
venda em que o consumidor leva o produto embalado para casa. Nesse Ultimo caso,
normalmente sdo utilizadas embalagens rigidas (Figura 4b), como potes termoformatados de
polietileno de baixa densidade (SOLER; VEIGA, 2001).

Figura 4 - Embalagens para sorvete: (a) caixas descartaveis, (b) potes de polietileno.

(a)

Fonte: www.ibiubi.com.br (2013).

(b)

O congelamento final ocorre em cAmaras de armazenamento ou em freezeres com
temperatura entre -25° e -30°C, onde o teor de agua congelada atinge 80 a 90%. O
endurecimento rapido do sorvete € fundamental para evitar a formacgdo de grandes cristais de
gelo que possam prejudicar a textura do produto (AMIOT, 1991; SOLER; VEIGA, 2001).

O fluxograma geral de fabricacdo de sorvete € apresentado na Figura 5.

Figura 5 — Fluxograma geral de producéo de sorvete.
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Fonte: MOSQUIM, 1999.
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2.1.4 Microbiologia do Sorvete

A microbiota da mistura basica para sorvete antes do tratamento térmico esta
relacionada a qualidade microbioldgica dos ingredientes (ICMSF, 1991). Os ingredientes
utilizados associados ao processo de fabricacdo podem tornar os gelados comestiveis um
alimentos de alto risco epidemioldgico (MILIKITA; CANDIDO, 2004).

A legislacdo brasileira estabelece os seguintes padrdes microbiol6gicos para
gelados comestiveis: auséncia de Salmonella sp/25g; valores méximos de 10° UFC/g de
Estafilococos coagulase positiva, de 10 UFC/g de coliformes termotolerantes e ndo estabelece
padrdo de referéncia para Listeria monocytogenes (BRASIL, 2001).

Contagens de Estafilococos coagulase positiva e de coliformes teremotolerantes
superiores aos estabelecidos pela legislacdo indica deficiéncia no aspecto higiénico-sanitario e
é um indicativo de contaminacdo fecal no caso do coliforme; e a presenga de Salmonella
indica possiveis falhas no processamento ou a ocorréncia de condi¢fes que permitam a sua
proliferacdo no alimento (SOLER; VEIGA, 2001).

2.1.5 Riscos Microbioldgicos na Producédo de Sorvete

O fato do leite ser um dos ingredientes utilizados na fabricacéo de sorvete elevar o
seu valor nutricional, o pH do meio encontrar-se na faixa de neutralidade (6-7) e o longo
periodo de armazenamento do produto faz com que o sorvete necessite de mecanismos de
controle para evitar o crescimento microbiano (BELL; KYRIAKIDES, 1998).

A pasteurizacdo é um mecanismo eficaz para eliminar micro-organismos
patogénicos inclusive Listeria monocytogenes em sorvete, pois essa bactéria é rapidamente
inativada em temperaturas acima de 70°C, apresentando um valor D' de 10 segundos para a
temperatura de 70°C, 5 a 10 minutos para 60°C e de algumas horas para 50°C (LAKE;
CRESSEY; HUDSON, 2009).

A contaminagdo do sorvete com L. monocytogenes apds a pasteurizagdo pode ser
proveniente dos ingredientes adicionados, do manipulador e de contamina¢do ambiental.
Ocorrendo a contaminag&o, principalmente nas etapas de maturacéo e adigdo de ingredientes,
é provavel que L. monocytogenes sobreviva as condicdes de congelamento em que o produto
é armazenado (LAKE; CRESSEY; HUDSON, 2009). Gougouli, Angelidis e Koutsoumanis

L Valor D: é o tempo necessario para destruir 90% dos micro-organismo.



21

(2008) confirmaram o potencial de crescimento de Listeria spp. em sorvete no caso de uma
contaminacdo pds-pasteurizacdo. A Tabela 3 mostra os possiveis riscos microbioldgicos

associados as diferentes etapas de processamento de sorvete.

Tabela 3 - Riscos microbioldgicos e medidas de controle na producédo de sorvete

PROCESSO RISCOS MEDIDAS DE CONTROLE
Matéria-prima Presenca de patdgenos Selecéo de fornecedor
Pasteurizacao Sobrevivéncia de Controle tempo x temp.
patdgenos Manutencéo do equipamento
Desinfeccéo eficaz do equipamento
Maturacédo Recontaminag&o Desinfeccdo do equipamento e de
Crescimento de micro- utensilios
organismos T<5°C
Envase Recontaminag&o Higiene ambiental, de equipamentos
e utensilios
Adicdo de Recontaminag&o Higiene ambiental da area de
ingredientes armazenamento, de equipamentos e
utensilios
Préticas higiénicas
Congelamento Recontaminag&o Limpeza e desinfecgéo de
equipamentos e utensilios
Armazenamento e Crescimento de micro- T <-18°C
Transporte 0rganismos Descarte de produtos descongelados

Fonte: ICMSF (1998).

Dentro do contexto de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC),
0 sorvete pode ser considerado um produto de baixo risco de contaminagdo visto que as
bactérias ndo crescem nas temperaturas de congelamento em que o produto é armazenado
(LAKE; CRESSEY; HUDSON, 2009). Em contrapartida, um estudo realizado por Dairy
Food Safety Victoria - Austrélia - (DAIRY FOOD SAFETY VICTORIA, 2001) concluiu que
0 sorvete € um produto de alto risco, levando em consideragdo ndo somente a presenca de L.
monocytogenes, mas outros fatores tais como:

e Sorvete ser o produto responsavel pela maioria de recalls devido & presenca de L.
monocytogenes do que outros produtos lacteos ndo fermentados;

e A quantidade de Salmonella spp. necesséria para provocar uma doenca transmitida por
alimentos pela ingestdo de sorvete ser substancialmente menor quando comparada a
outros produtos;

e Alguns patdgenos podem sobreviver em sorvete durante anos;

e Sorvetes tém provocado surtos por doengas transmitidas por alimentos.
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2.1.6 Ocorréncia de intoxicagdo alimentar causadas por sorvete

Os principais micro-organismos que provocam surtos de intoxicagdo alimentar
pela ingestdo de sorvete sdo: Staphyloccoccus aureus, Salmonella spp., Escherichia coli
0157:H7, além de L. monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Bacillus cereus, Streptococus
spp., sendo esses Ultimos capazes de sobreviver no alimento a baixas temperaturas
(CASARTELLI, 1996; HAJDENWURCEL, 2002; HONG KONG, 2001; VAN DER JAGT,
1994). Segundo Gallardo et al. (2000), surtos envolvendo sorvete estdo relacionados a
contaminagdo do produto por leite in natura, ovos crus e por manipulagdo inadequada.

Warke et al. (2000) analisaram 30 amostras de sorvete comercializados em
Mumbai e India, e constataram a presenca de L. monocytogenes em 100% das amostras a
granel e 53% das amostras embaladas.

Na Bélgica, um homem de 62 anos de idade, imunocomprometido desenvolveu
meningite apds consumir sorvete contaminado com L. monocytogenes. No entanto, suspeita-
se que a fonte mais provavel da contaminacdo tenha sido de um “creme fraiche” (cobertura
aplicada ao sorvete), pois o teor de gordura do recipiente foi maior que o do produto ndo
aberto (ANDRE et al., 1990; RYSER, 1999).

2.1.7 Listeria monocytogens

L. monocytogenes é um bacilo Gram positivo, anaerébio facultativo e mesmo néo
sendo formador de esporo, apresenta elevada resisténcia ao congelamento, desidratacéo,
acidez e calor (SATAKE et al., 2003), conseguindo se desenvolver em temperaturas de -1,5 a
45°C, embora sua faixa 6tima seja de 30 a 37°C, em pH de 4,4 a 9,4 (6timo de 7) e em
concentracdes ndo superiores a 10% de NaCl (DOYLE; BEUCHAT; MONTVILLE, 2001).

E uma bactéria comumente encontrada no solo, silagem, plantas e decomposicio
(SATAKE et al., 2003) e ja foi isolada a partir de uma ampla gama de alimentos processados,
como patés, leite, queijos, sorvetes, produtos prontos para consumo, carnes, produtos de peixe
defumado e levemente processado. Sua caracteristica psicrotrofica aliada a capacidade de
sobreviver bem em alimentos congelados s&o as razdes pelas quais é considerada um risco em
alimentos refrigerados de longa vida de prateleira e em plantas de processamento em que o
frio é aplicado como medida de controle microbiano (CURTIS, 2007).

Benkerroum et al. (2005) consideram bactérias do género Listeria uma ameaga a

inddstria de alimentos devido sua capacidade de se multiplicar em plantas de processamento
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de alimentos. Essa caracteristica se deve principalmente ao crescimento de biofilmes? na
superficie de equipamentos processadores, protegendo-as da agdo de sanitizantes
(MORETRO; LANGSRUD, 2004).

A infeccdo causada por L. monocytogenes é chamada de listeriose e pode ser
invasiva e ndo-invasiva. O primeiro caso ocorre principalmente como resultado de uma
transmissdo placentaria do organismo para o feto apds a infeccdo da mée, que apresenta como
sintoma apenas uma ligeira febre, mas que pode levar o feto a morte. J4 a ndo-invasiva é
normalmente chamada de gastroenterite febril, ou seja, gastroenterite associada & sintomas
semelhantes aos de uma gripe “leve”, como diarréia, febre, dores musculares e dor de cabega.
O periodo de incubagdo da listeriose ndo-invasiva € de 11 horas & 7 dias e alguns dados
relatam que a dose de ingestdo necessaria para a infeccdo se manifestar deve ser maior que
10°-10" UFC/mL ou UFC/g (LAKE; CRESSEY; HUDSON, 2009).

2.2 QUITOSANA
2.2.1 Propriedades Quimicas e Funcionais

A quitosana é um polissacarideo derivado da desacetilacdo da quitina [poli-B-
(1—4)-N-acetil-D-glucosamina] que é um biopolimero linear presente no exoesqueleto de
crustaceos e moluscos e na parede celular de fungos e insetos. E conhecida como o segundo
polissacarideo mais abundante na natureza, ficando atras apenas da celulose (AVILA et al.

2010). Sua estrutura quimica é apresentada na Figura 6.

Figura 6 - Estrutura quimica da quitosana.

Fonte: Tharanathan e Kittur (2003).

As propriedades funcionais da quitosana variam de acordo com os seus diferentes

2 E uma massa celular aderida & uma superficie, envolvida por uma camada de particulas de matéria organica,
formando depositos, nos quais 0s micro-organismos estdo fortemente tornando-os mais resistentes a agdo de
agentes quimicos e fisicos, como aqueles usados em procedimentos de higienizagdo (CRIADO; SUAREZ;
FERREROS, 1994; LECLERCQ-PERLAT; LALANDE, 1994).
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graus de desacetilacdo e pesos moleculares, podendo também ser influenciadas pela fonte de
obtencéo e pelo método de preparo (NO et al.,2007). A quitosana é insolivel em &gua ou
qualquer meio que apresente um pH maior que 6.0, e solivel em solucbes de &cido orgéanico
fraca, embora alguns de seus derivados na forma de acetato, ascorbato e lactato sejam
soltveis em &gua (JEON; SHAHIDI; KIM, 2000). Alguns dos acidos utilizados para dissolver
a quitosana sdo: &cido citrico (CAMPANIELLO et al., 2008), acido latico (BEVERLYA et
al., 2008; JIANG, 2011) e &cido acético (PONCE et al., 2008; YE; NEETOO; CHEN, 2008).

A quitosana tem sido bastante empregada na inddstria de alimentos devido sua
biocompatibilidade, atoxicidade, biofuncionalidade e sua capacidade de formagdo de géis,
filmes e coberturas comestiveis (JIANG; NEETOO; CHEN, 2011), desacidificacdo e
clarificacdo de sucos (SHAHIDI; ARACHCHI; JEON, 1999), para fins dietéticos, como
emulsionante e conservante (DUTTA, P.; DUTTA, J.; TRIPATHI, 2004).

O uso da quitosana como aditivo alimentar € permitido na Coréia desde 1995 e no
Japdo desde 1983 (WEINER, 1992; KFDA, 1995). Nos Estados Unidos, o Food Drug
Administration (FDA) admitiu em 2005, o uso da quitosana derivada de camardo como um
aditivo GRAS para uso em procedimentos cientificos em alimentos (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2005).

2.2.2 Atividade antimicrobiana da quitosana

A quitina e a quitosana véem sendo estudadas devido seu potencial de preservagao
de alimentos, exercendo atividade antimicrobiana sobre uma ampla gama de micro-
organismos como fungos filamentosos, leveduras e bactérias (SAGOO; BOARD; ROLLER,
2002). Embora o mecanismo de acdo da quitosana sobre 0s micro-organismos ainda ndo
esteja bem elucidado, a hipdtese mais vidvel se deve & mudanca de permeabilidade da célula
devido a interacdes entre a molécula da quitosana, carregada positivamente, e a membrana das
células microbianas, carregadas negativamente, provocando o vazamento de proteinas e
outros constituintes intracelulares (FANG; LI; SHIH, 1994; LEUBA; STOSSEF, 1986;
PAPINEAU et al., 1991; SUDARSHAN; HOOVER; KNORR, 1992; YOUNG; KOHLE;
KAUSS, 1982).

O efeito antimicrobiano da quitosana depende de varios fatores, que podem ser
divididos em quatro categorias: (1) fatores microbianos, que envolvem a espécie de micro-
organismos e a célula alvo; (2) fatores intrinsecos da quitosana, incluindo grau de

desacetilacdo, densidade de carga positiva, peso molecular, caracteristicas hidrofilica e/ou
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hidrofobica e capacidade quelante; (3) estado fisico da quitosana; (4) fatores ambientais,
como forca idnica do meio, pH e temperatura (KONG et al, 2010; TSAI et al, 2002). Além
disso, os diferentes componentes presentes no alimento, como, carboidratos, proteinas,
gordura, minerais e vitaminas podem interagir com a quitosana provocando a perda ou
melhorando sua atividade antimicrobiana (DEVLIEGHERE; VERMEULEN; DEBEVERE,
2004).

A eficiéncia inibitéria da quitosana sobre 0s micro-organismos € bastante variavel
(HERNANDEZ-LUZARDO et al, 2008). H& estudos que relatam que a atividade
antibacteriana € maior em bactérias gram-negativas do que em gram-positivas (CHUNG et
al., 2004; NO et al., 2002); outros apontam as bactérias gram-positivas como sendo mais
susceptiveis (ZHONG et al., 2008); ainda ha aqueles que ndo observaram diferencas
significativas do efeito antimicrobiano sobre as bactérias (WANG; DU; LIU, 2004). Tal fato
pode ser influenciado pelo tempo de cultivo da célula analisada; sugere-se que a carga
negativa da superficie da célula bacteriana varia de acordo com a sua fase de crescimento,
levando a diferencas de susceptibiliade das células ao efeito da quitosana (TSAI; SU, 1999).

A carga positiva da quitosana est4 associada ao grau de substituicdo da quitosana
por seus derivados na forma de acetato, ascorbato ou lactato, interferindo no efeito
antimicrobiano; quanto maior for a densidade de carga positiva da quitosana, maior a
interacdo eletrostatica com a célula microbiana (KONG et al, 2010) . Segundo Kong et al.,
(2008b), quitosana de alta densidade de carga positiva (97,5%) confere atividade
antibacteriana mais forte que de média densidade de carga positiva (83,7%) sobre S. aureus
em pH 5,5.

A presenca de dgua é necessaria para que 0s agentes antimicrobianos exercam sua
atividade, visto que amostras secas séo incapazes de liberar a energia armazenada nas ligagdes
quimicas para iniciar a interagfo. As caracteristicas de hidrofilicidade e hidrofobicidade estéo
relacionadas ao ambiente de 4gua onde quitosana desempenhara sua atividade antimicrobiana,
0 que limita seu uso devido sua baixa solubilidade em agua (DUTTA, P.; DUTTA, J;
TRIPATHI, 2004). A elevada capacidade quelante da quitosana a fons metalicos como Ni*,
Zn**, Co*, Fe?*, Mg?* e Cu?* em meio 4cido (KURITA, 1998), auxilia sua atividade como
agente antimicrobiano atraves da desestabilizagdo da parede celular microbiana, ja que esta
estabilidade é mantida devido & combinagdo entre ions metélicos e moléculas presentes na
parede celular (RABEA etal., 2003).

As reagdes que envolvem a atividade antimicrobiana ocorrem entre a molécula de

quitosana e a parede celular, por isso a morfologia da célula e o estado fisico da quitosana sdo
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fatores que interferem na sua eficiéncia. Quitosanas sollveis em agua e seus derivados
(quitosana e maltose, glicose, frutose, glucosamina) s&o mais eficientes na inibicdo do
crescimento bacteriano, por apresentarem maior solubilidade, sendo a quitosana-glucosamina
a mais eficaz como agente bactericida natural. Estudos mostram que a Concentragdo Inibitéria
Minima (CIM) de derivados de quitosana é significativamente menor sobre vérias bactérias
do que a quitosana nativa (CHUNG et al., 2004; XIE; XU; LIU, 2001).

O pH é um fator importante no desempenho da atividade antimicrobiana pela
quitosana e por seus derivados. O efeito inibitdrio da quitosana é maior em pH baixo (menor
que 7), sendo enfraquecido a medida que o pH vai aumentando, o que se deve,
provavelmente, & grande presenca de grupos amino sem carga positiva em pH 7, aléem da sua
baixa solubilidade nessa faixa de pH (AIEDEH; TAHA, 2001; HELANDER et al., 2001;
KONG et al., 2008b; PAPINEAU et al., 1991; SUDARSHAN; HOOVER; KNORR, 1992). A
eficiéncia antibacteriana da quitosana sob condi¢Bes neutras de pH € relatada em algumas
pesquisas (KONG et al., 2008b). Em outros estudos, verificou-se aumento da atividade
antibacteriana de derivados de quitosana N-aquiladas (grau de substituicdo DS 30-40%) sobre
E. coli a medida que o pH aumentou, até atingir um méaximo em pH de 7,0-7,5 (YANG;
CHOU; LI, 2005). Esses resultados indicam que a carga positiva dos grupos aminos ndo é o
Unico fator interferente na atividade antibacteriana da quitosana; o fato é que ainda ndo se
constatou o efeito antimicrobiano em condicdes alcalinas (KONG et al., 2010).

AlteracOes na forga idnica do meio podem inibir a atividade antibacteriana da
quitosana (CHUNG et al., 2003; RAAFAT; SAHL, 2009) de duas maneiras: 0 aumento de

2* interferem na eficiéncia da

fons metalicos divalentes, como Zn?*, Ba*, Ca’* e Mg
capacidade quelante da quitosana, sendo 0 Zn** o que apresenta maior efeito inibitério; efou
cétions presentes no meio competem com 0s componentes negativos e dominam a parede
celular da bactéria reduzindo a atividade antimicrobiana (CHUNG et al., 2003; KONG et al.,
2008a; TSAI; SU, 1999; XING et al., 2009).

As condigOes de temperatura e o tempo que solug¢des de quitosana sdo submetidas
quando armazenadas podem alterar a viscosidade de solugbes de quitosana e
conseqiientemente influenciar nas suas propriedades funcionais. No et al. (2006) investigaram
a estabilidade da atividade antibacteriana de uma solugdo de quitosana sobre bactérias gram-
positivas (L. monocytogenes e S. aureus) e gram-negativas (Salmonella enteritidis e E. coli) a
4 e a 25°C apds 15 semanas e constataram que 0 armazenamento a 25°C apresentou 0 mesmo
efeito ou efeito reduzido quando comparada a solucdo armazenada a 4°C ap6s 15 semanas,

ocorrendo também uma redugdo do efeito ao longo do tempo. Em relacdo ao micro-
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organismo, Tsai e Su (1999), verificaram maior susceptibilidade da E. coli sobre o efeito da
quitosana com o aumento da temperatura de 4 para 37°C, sugerindo que baixas temperaturas
alteram a estrutura celular da bactéria, reduzindo os sitios de ligacdo da quitosana na
superficie.

Vale ressaltar que a eficiéncia antimicrobiana da quitosana quando analisada in
vitro ndo é a mesma observada quando esta é aplicada em alimentos. O fato se deve a
interacBes entre a quitosana e 0s componentes quimicos e nutricionais do alimento resultando
em efeito antimicrobiano moderado ou até nenhum efeito conservante. Essa possivel interacdo
e as mudangas nas caracteristicas sensoriais do produto devem ser consideradas ao fazer uso
da quitosana ou de qualquer outro agente antimicrobiano em alimentos (DEVLIEGHERE;
VERMEULEN; DEBEVERE, 2004; DUTTA et al., 2009).
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3 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de Microbiologia de Alimentos do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Ceard (UFC).

3.1 MANUTENCAO DA CULTURA E PREPARO DO INOCULO

Utilizou-se cepa de Listeria innocua (ATCC 33090), marca Microbiologics, em
substituicdo ao patdgeno Listeria monocytogenes (SCOTT et al., 2005). A cepa liofilizada de
L. innocua ATCC 33090 foi ativada conforme recomendacdo do fabricante e em seguida a
bactéria foi cultivada em Agar Tripticase de Soja (TSA/Difco) suplementado com 0,6% de
Extrato de Levedura a 35°C por 24 horas. A partir desse cultivo, uma massa celular foi
retirada e estriada por esgotamento em placas com TSA suplementado para obter col6nias
isoladas de L. innocua (Figura 7). Ap6s 24h de incubacdo a 35°C, identificou-se coldnias de
tamanho padronizado em 1mm e com o auxilio de uma alga, transferiu-se uma coldnia
isolada para tubo de ensaio com 5mL de caldo Tripticase de Soja (TSB/Difco) e incubou-se a
35°C por 6, 12 e 24 horas para o crescimento da bactéria. Foram testados trés tempos
diferentes para definir um desses como sendo o tempo de incubagdo de L. innocua em TSB
durante todo o experimento, com base nas concentracdes encontradas em cada um deles. A
cada tempo, foi transferido 1mL da cultura em TSB para 9mL de Agua Peptonada 0,1%
(Difco), obtendo-se a diluicdo 10 e assim sucessivamente até a diluicdo 107, Plaqueou-se,
em duplicata, 0,ImL (100uL) de cada diluicio em Agar Oxford (OXA/OXOID) para
contagem de L. innocua e as placas foram incubadas a 35°C por 24h. Em seguida foi feita a
contagem de colbnias da bactéria considerando a diluicdo que apresentasse entre 25 e 250
colonias por placa. As concentragdes do indculo foram ajustadas para 10° UFC/mL, que é a
concentracdo recomendada para avaliar o efeito de um agente antimicrobiano (SCOTT et al,
2005).

Figura 7 - Colonias de Listeria innocua ATCC 33090 em TSA+YE.

Fonte: Autora (2013).
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Esse procedimento foi realizado para padronizagdo das concentracfes a serem
inoculadas para a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo

Bactericida Minima (CBM) e para a incorporacéo de L. innocua na matriz alimentar (sorvete).

3.2 PREPARO DA SOLUCAO DE QUITOSANA

A quitosana foi adquirida da empresa POLYMAR Indlstria e Comércio de
Importacdo e Exportagdo LTDA, com grau de desacetilagéo de 95,1% e alta massa molecular,
pois pesquisas demonstram que a atividade antimicrobiana da quitosana sobre bactérias gram-
positivas aumenta quanto maior for sua massa molecular (FAI, 2008; ZHENG; ZHU, 2003).

A solucdo de quitosana foi obtida através da sua dissolu¢cdo em solucdo é&cida
preparada com agua destilada e &cido citrico para fins alimenticios, escolhido por ser um
ingrediente comumente utilizado na formulacdo de sorvete como realcador de sabor.
Inicialmente, adicionou-se o &cido citrico a 4gua destilada obtendo-se uma solucéo 4cida e em
seguida, adicionou-se gradativamente a quitosana, misturando-a vigorosamente com o auxilio
de uma espétula. A solucéo de quitosana foi agitada em um homogeneizador Ultra Turrax T18
Basic (IKA®-WERKE) a 700rpm por 2 horas, para evitar a formagéo de bolhas e se obter
uma solucdo de quitosana completamente dissolvida e padronizada em 1% de quitosana e

1,5% de acido citrico.

3.3 DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E DA CONCENTRAGCAO

BACTERICIDA MINIMA (CBM)

A determinacéo da CIM e da CBM foi realizada pelo método de dilui¢do em caldo
(KIM et al., 1995).

A solucdo antimicrobiana de quitosana a 1%, obtida pela dissolugdo da quitosana
em solucdo de &cido citrico 1,5%, foi adicionada a tubos de ensaio contendo 9,8mL de TSB
estéril, de modo que a concentragdo final ficasse ajustada para 50, 100, 200, 400 e 800pg/mL
que equivalem a 0,005 - 0,01 — 0,02 — 0,04 e 0,08% w/v, respectivamente. Em seguida, foi
adicionada uma aliquota de 0,1mL (100uL) de suspensdo bacteriana a 10° UFC/mL, obtida
conforme descrigdo no item 3.1. Os tubos foram incubados a 35°C com agitacdo de 200rpm
por 24 horas.

Foram realizados os seguintes tratamentos:

— Controle do meio de cultura: meio de cultura (sem solucéo antimicrobiana de
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quitosana e sem indculo de L. innocua).

— Controle positivo: meio de cultura + in6culo de L. innocua (sem solucéo

antimicrobiana de quitosana);

— Meio de cultura + solugdo antimicrobiana de quitosana nas concentragdes

0,005% - 0,01% - 0,02% - 0,04% - 0,08% + indculo de L. innocua;

Os tubos com meio de cultura adicionados de solucdo de quitosana e inéculo
foram avaliados visualmente quanto & turbidez e comparados aos seus respectivos controles
positivos a fim de determinar através da turbidez quais concentrages ocorreram crescimento
microbiano, sendo a menor concentragdo em que ndo se observou crescimento (auséncia de
turbidez) considerada como a Concentracdo Inibitéria Minima (HAMMER, CARSON;
RILEY, 1996). Em seguida, realizou-se a diluicdes até 107 e plaqueou-se (aliquota de 0,1mL,
em duplicata) em placas com Agar Oxford (OXA/OXOID). As placas foram incubadas a
35°C/24h, sendo realizada a contagem das colbnias de bactérias para determinacdo da
Concentragdo Bactericida Minima (RAYBAUDI-MASSILIA; MOSQUEDA-MELGAR,;
MARTIN-BELLOSO, 2006).

3.4 PRODUCAO DO SORVETE E OBTENCAO DAS AMOSTRAS

A calda basica para elaboracdo do sorvete foi preparada e pasteurizada em
indtstria localizada no municipio de Caucaia - Ceara e o sorvete foi produzido na Area de
Preparo do Laboratério de Microbiologia de Alimentos - Departamento de Tecnologia de
Alimentos (DETAL) — Universidade Federal do Ceara (UFC).

Essa etapa, que avalia o efeito antimicrobiano da quitosana sobre L. innocua em
sorvete foi realizada em duplicata conforme Health Canadd (2010), que recomenda a
repeticdo do experimento em no minimo duas vezes. O experimento foi constituido por 8

tratamentos (Tabela 4) obtidos conforme fluxograma apresentado na Figura8.
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Tabela 4 - Tratamento e descricdo das amostras de sorvete.

Tratamento Descricao
Qo0 Sorvete sem quitosana
Q1 Sorvete com 800ug/mL de quitosana
Q2 Sorvete com 1200pg/mL de quitosana
Q3 Sorvete com 1600pg/mL de quitosana
LQO Sorvete sem quitosana + Listeria innocua
LQ1 Sorvete com 800ug/mL de quitosana + Listeria innocua
LQ2 Sorvete com 1200pg/mL de quitosana + Listeria innocua
LQ3 Sorvete com 1600ug/mL de quitosana + Listeria innocua

Fonte: Autora (2013).

Figura 8 - Fluxograma de elaboragéo do sorvete e obtencdo das amostras.
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Os ingredientes (&gua, leite em po integral, acucar, glicose, gordura e
emulsificante) foram pesados e colocados em um tanque pasteurizador (INATEC) provido de
agitador e emulsor para que a mistura fosse homogeneizada a medida que estivesse sendo
pasteurizada (70°C/30 min.). Logo ap0s a pasteurizacéo, a calda basica, ainda aquecida, foi
coletada em potes de plastico descartavel e transportada para o Laboratério de Microbiologia
de Alimentos - DETAL/UFC onde foi armazenada sob refrigeracdo em BOD até que atingisse
a temperatura de aproximadamente 35°C (Figura 9a), 6tima para o crescimento de L. innocua.
Em seguida, a calda foi pesada (Figura 9b), adicionada da solugdo antimicrobiana (solucdo de
quitosana 1%) aos tratamentos descritos na Tabela 4, e a mistura foi homogeneizada em Ultra
Turrax T18 Basic (IKA®-WERKE) (Figura 9c). Apds homogeneizacdo, o indculo foi
adicionado na concentragdo de 1% do volume total (calda para sorvete + solugéo de quitosana
+ indculo), totalizando 900mL com base na capacidade de producéo do equipamento produtor
de sorvete e no volume de indculo a ser adicionado, sendo, portanto, 9mL. Em seguida, a
mistura foi colocada em um equipamento misturador (Figura 9d), dotado de hélice e mantido
dentro de uma Incubadora BOD com temperatura regulada a 5°C para maturagéo por 24 horas
e o sorvete foi produzido em um equipamento produtor de sorvete de bancada (TAYLOR)
(Figura 9e) com capacidade de 1000mL de calda por batelada. O sorvete foi envasado (Figura
9f) em embalagens de polietileno (50g de sorvete) e os potes foram armazenados sob
congelamento (-18°C) pelo periodo de 60 dias. As amostras inoculadas com L. innocua (LQO,
LQ1, LQ2 e LQ3) foram utilizadas para avaliar a atividade antimicrobiana da quitosana e as

amostras sem L. innocua (QO0, Q1, Q2 e Q3) foram utilizadas para as andlises fisico-quimicas.
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Figura 9 - Etapas do processo de obtencdo das amostras

Fonte: Autora (2013).

3.5 ANALISES MICROBIOLOGICAS

Os tratamentos LQO, LQ1, LQ2 e LQ3 foram submetidos a pesquisa de Listeria
spp. antes da adi¢do do antimicrobiano (solu¢do de quitosana) e do indculo (L. innocua) a
calda basica para sorvete visando identificar a presenca ou auséncia desse micro-organismo
antes da inoculacdo. Feita a inoculagdo, foi coletada amostra da calda bésica para contagem
de L. innocua ap6s 30 minutos de homogeneizacao visando conhecer a concentracdo inicial

de L. innocua e ap6s 24 horas de maturacao a 5°C. Apos a fabricagdo do sorvete, foi realizada
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contagem de L. innocua nos seguintes tempos: 0, 1, 5 10, 15, 30, 45 e 60 dias de
armazenamento.

As anélises dos tempos de todos os tratamentos foram realizadas em duplicata e a
partir de uma unidade analitica de 50mL de calda ou 50g de sorvete, sendo todo esse volume

transferido para o diluente, conforme Notermans et al. (1993).

3.5.1 Pesquisa de Listeria spp.

Aliquotas de 0,1mL da calda basica para sorvete foram inoculadas em Agar Oxfor
(OXA/OXOID) e incubadas a 35°C/24h e, em seguida, observou-se a presenga ou auséncia de

colbnias tipicas de Listeria (claras com ponto negro central e rodeadas por um halo preto).

3.5.2 Contagem de Listeria innocua

A contagem de L. innocua nas amostras foi realizada conforme metodologia
recomendada pelo HEALTH PROTECTION BRANCH (PAGOTO et al., 2011). Amostras de
50mL (calda) ou 50g (sorvete) foram diluidas em 450mL de Agua Peptonada a 1% (Difco) e
preparadas diluicBes seriadas até 10°. Em seguida, aliquota de 0,1mL de cada diluicdo foi
inoculada na superficie de placas contendo OXA (em duplicata). As placas foram incubadas a
35°C/24hs e decorrido o tempo foi realizada a contagem das col6nias tipicas. O resultado foi
expresso em UFC/g em funcdo do nimero de colbnias tipicas contadas e da diluicdo

inoculada.
3.6 ANALISES FisSICO-QUIMICAS

As determinacgdes fisico-quimicas de pH, umidade, cinzas, proteinas, lipideos e
carboidratos foram realizadas nos tratamentos sem inoculagdo com L. innocua (Q0, Q1, Q2 e
Q3), em triplicata.

3.6.1 pH

A determinagdo do pH foi realizada por leitura direta em potencidometro (marca
WTW) calibrado anteriormente com soluc¢Ges tampdo de pH 4,0 e 7,0 (IAL, 2005).
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3.6.2 Umidade

A determinacdo da umidade foi realizada pelo método de secagem em estufa.
Foram pesadas 5,0 + 0,1 gramas da amostra em cépsulas de porcelada previamente secas e
pesadas. As amostras foram secas em estufa a 105°C até que se obtivesse peso constante.
Antes de cada pesagem, as capsulas foram resfriadas em dessecador, conforme metodologia
descrita pelo IAL (2005).

O resultado, em gramas, foi obtido pela diferenca do peso inicial (c&psula +
amostra imida) pelo peso final (cipsula + amostra seca) e expresso em percentagem a partir
da seguinte formula:

% umidade = N x 100, onde:
P
N = nimero de gramas de umidade (perda de massa em gramas = peso da amostra
Umida — peso da amostra seca)

P = nimero de gramas da amostra

3.6.3 Cinzas

O teor de cinzas foi determinado por incineragdo em forno mufla. Foram pesadas
5 + 0,1 gramas da amostra em cadinhos de porcelana previamente secos e pesados. As
amostras foram incineradas a 550°C por 24 horas em uma mufla, (QUIMIS, modelo Q 318),
conforme AOAC (2005). O resultado em gramas foi obtido por diferenca entre o peso final
(cadinho + amostra incinerada) e o peso do cadinho.
% cinzas = N x 100, onde:
P
N = nimero de gramas de cinzas (peso do cadinho com cinzas — peso do cadinho)

P = nimero de gramas da amostra

3.6.4 Proteinas

A determinacéo foi feita pelo método de Kjeldahl n° 46-11 da AOAC (2005),
considerando-se 5,70 como fator de conversdo para o calculo de proteina. Foi pesada cerca de
100mg da amostra em papel de filtro, adicionado 1,0g da mistura catalitica e colocado no

baldo de digestdo de Kjeldahl. Foram adicionados 6,0mL de &cido sulfurico concentrado e
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depois o baldo foi colocado no digestor de Kjeldahl. Apds completa digestdo da amostra, 0
digestor foi desligado e o baldo deixado esfriar. O contetdo do baldo foi transferido para um
baldo volumétrico de 100mL e seu volume completado com &gua destilada. A amostra diluida
foi submetida & destilacdo e depois a titulacdo com é&cido cloridrico 0,1N até a viragem da
coloracdo verde para réseo.
O resultado foi calculado pela seguinte formula:
%Proteina = v x N x f x F x 0,014 x 100, onde:
P

v = volume de &cido cloridrico 0,1N gasto na titulacéo;

N = normalidade do &cido cloridrico
f = fator da solucéo de éacido cloridrico
F = fator de converséo do nitrogénio em proteina (nesse caso, 5,70)

P = peso da amostra (g)

3.6.5 Lipidios

A determinacédo do teor de lipidios foi feita pelo método de extracdo de Soxhlet
(AOAC, 2005). As amostras secas obtidas na determinagdo de umidade foram envoltas em
papel de filtro e colocadas no aparelho extrator de gordura (TECNAL, modelo TE — 044),
onde foi acoplado os tubos receptores de gordura previamente secos e pesados, onde foram
adicionados 100mL de hexano P.A. O sistema de extracéo foi ligado e permaneceu em fluxo
por 6 horas. Decorrido o tempo, os tubos foram levados para estufa a 105°C por 2 horas e em
seguida colocados no dessecador, onde permaneceram até que fosse atingida a temperatura
ambiente para que fossem pesados. O teor de lipidios foi expresso em percentagem (%)
através do seguinte calculo:

% gordura = N x 100, onde:
P

N = nimero de gramas de gordura (peso do tubo com gordura — peso do tubo)

P = nimero de gramas da amostra

3.6.6 Carboidratos

O teor de carboidrato nas amostras foi determinado por diferenca, isto é, 100



menos a somatdria das fragdes de proteina, lipideos, cinzas e umidade:

%carboidratos = 100% - (%umidade + %cinzas + %proteina + %lipideos)

37
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PADRONIZACAO DAS CONCENTRACOES DE INOCULO PARA OS TESTES COM MEIO DE

CULTURA E NO SORVETE

As concentragdes microbianas inoculadas nos testes para avaliar o efeito
antimicrobiano da quitosana em meio de cultura (CIM e CBM) e em sorvete partiram de uma
colbnia isolada de L. innocua ATCC 33090 em TSA+0,6%YE que foi transferida para TSB,
como descrito anteriormente. A Tabela 5 apresenta a concentra¢do de L. innocua em TSB

apds 6, 12 e 24 horas de incubacéo a 35°C.

Tabela 5 - Contagem de Listeria innocua ATCC 33090 em TSB ap6s 6, 12 e 24 horas de
incubacéo a 35°C.

TEMPO (hora) - UFC/mL

DILUICAO
6 12 24
10° Incontavel Incontavel 2,1 x10°
10°® 1,2 x 10° 28 x10° 3,1 x 108
107 <25 <25 <25

Fonte: Autora (2013).

UGART (2012) cultivou L. innocua ATCC 33090 em TSA+0,6%YE, transferiu 1
(uma) coldnia de 1mm para 4mL de TSB incubando a 35°C por 23 horas e obteve uma
contagem de aproximadamente 3x10® UFC/mL. Este resultado foi semelhante ao encontrado
no tempo 24 do presente estudo (Tabela 5). Pode-se observar também que a concentracdo de
L. innocua nos tempos 6 e 12 horas foi a mesma (10° UFC/mL), com isso, padronizou-se em
6 horas o tempo de incubacdo em TSB e o resultado foi confirmado em trés repetigdes do

procedimento (Tabela 6).

Tabela 6 - Contagem de Listeria innocua ATCC 33090 em TSB ap06s 6 horas de incubacéo a
35°C.

REPETICAO - UFC/mL

DILUICAO
1 2 3
10° Incontavel Incontavel Incontavel
10°® 1,7 x 10° 1,8 x 10° 1,4 x 10°
107 <25 <25 <25

Fonte: Autora (2013).



39

De acordo com a Tabela 6, a contagem das colbnias de L. innocua foi feita na
diluicdo 10 em todas as repeticdes e o resultado manteve-se em 10° UFC/mL.

A diluicdo 10™ corresponde & concentracdo 10° UFC/mL (Tabela 7), que é a
recomendada para a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragio
Bactericida Minima (CBM), conforme Scott et al. (2005).

Tabela 7 - Contagem de Listeria innocua ATCC 33090 nas respectivas diluicbes apos 6 horas
de incubacdo em TSB a 35°C.

CONTAGEM MICROBIANA

DILUICAO (UFC/mL)

Inéculo (TSB) 10°
10 108
10 10’
1073 108
10™ 10°
10° 10
10°® 10°
107 10?

Fonte: Autora (2013).

Na determinagdo da concentragdo de L. innocua a ser inoculada no teste com
sorvete, foi inoculado 0,5mL> (50uL) das concentracdes 10°, 10°, 10" e 108 UFC/mL de L.
innocua, conforme Tabela 7, em 50mL* de calda basica para sorvete e analisadas nos tempos
0 (logo apds a inoculagdo) e com 24 horas de armazenamento a 5°C, visando encontrar a
concentragdo que adicionada & calda para sorvete resultasse em uma contagem inicial de 10°
UFC/mL (Tabela 8).

Tabela 8 - Contagem de Listeria innocua ATCC 33090 inoculada em calda bésica para
sorvete apds 0 e 24 horas de armazenamento a 5°C.

CONCENTRA(;AO TEMPO (hora) - UFC/mL
INOCULADA (UFC/mL) 0 Y
10° 3,1x10° 4.4 x 10°
108 2,4 x10* 2,9 x10*
10’ 1,8 x 10° 2,3x10°
108 1,6 x 10° 2,3x10°

Fonte: Autora (2013).

® Corresponde a 1% do volume de calda basica. HEALTH CANADA (2010) recomenda um volume de inoculo
nao superior a 1% da amostra.
4 HEALTH CANADA (2010) estabelece uma amostra de no minimo 25g ou mL.
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Conforme resultado da Tabela 8, a inoculagdo de uma concentracdo de
10’UFC/mL de L. innocua na calda bésica para sorvete resulta em uma contagem inicial de
10°UFC/mL. Para confirmacéo, o teste foi repetido e os resultados estdo expressos na Tabela
9.

Tabela 9 - Contagem de Listeria innocua ATCC 33090 na calda bé&sica para sorvete
inoculada com 10’UFC/mL ap6s 0 e 24 horas de incubacio a 35°C.

TEMPO (hora) - UFC/mL

REPETICAO
0 24
1 1,8 x10° 29x10°
2 1,7x10° 2,6 x10°

Fonte: Autora (2013).

O resultado mostrado na Tabela 9 confirma que a concentragdo de 10’"UFC/mL é a
que deve ser utilizada para avaliar o efeito da quitosana sobre L. innocua em sorvete. UGART
(2012) inoculou 10" UFC/mL de L. innocua ATCC 33090 em 50g de meldo e obteve uma
contagem inicial de 10°UFC/g.

4.2 CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E CONCENTRAGAO BACTERICIDA MINIMA
(CBM)

Na Figura 10 é possivel observar que a quitosana apresentou efeito inibitorio
contra L. innocua, pois o controle positivo (meio de cultura + in6culo de L. innocua, sem
solucdo de quitosana) ficou mais turvo que todos os outros tubos com meio, inéculo e

diferentes concentragdes de quitosana.

Figura 10 - Efeito da quitosana sobre Listeria innocua ATCC 33090 em meio de cultura.

cont.+ 50 100 200 400 800ua/mL

Fonte: Autora (2013).
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Contudo, ao avaliar visualmente e comparativamente os tubos contendo meio de
cultura, indculo de L. innocua e solucdo de quitosana nas diferentes concentragdes com seus
respectivos controles (meio de cultura e solugéo de quitosana), nota-se que a turbidez entre
eles é semelhante, ndo podendo afirmar se foi decorrente de crescimento microbiano ou efeito
da solugdo de quitosana (Figura 11). Baseando-se na definicdo de Hammer, Carson e Riley
(1996) em que CIM é a menor concentracdo do antimicrobiano que inibe o crescimento
visivel de um micro-organismo, pode-se afirmar que ndo foi possivel identificar um valor de
CIM, sendo necessario que todas as concentracdes fossem diluidas e plaqueadas até a diluicao

107 para determinagdo da CBM.

Figura 11- Efeito da quitosana sobre Listeria innocua ATCC 33090 em meio de cultura
(Concentragdo Inibitoria Minima — CIM).

800ng/mL

Fonte: Autora (2013).

No resultado da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) para as diferentes
concentracdes de quitosana testadas, € possivel observar que o controle positivo (meio de
cultura + indculo de L. innocua, sem adicdo de solucdo de quitosana) apresentou aumento da
populacdo bacteriana de 10°UFC/mL para 10°UFC/mL apds incubacéo a 35°C por 24 horas
sob agitagcdo de 200rpm, enquanto o aumento da concentracdo de quitosana no meio tendeu a
reduzir a concentracdo do inéculo. Sendo CBM a concentracdo minima em que nenhum
crescimento bacteriano é detectado (RAYBAUDI-MASSILIA; MOSQUEDA-MELGAR,;
MARTIN-BELLOSO, 2006), a CBM de quitosana sobre L. innocua é, portanto, 800ug/mL
(Tabela 10).
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Tabela 10 — Efeito inibitério de quitosana sobre o crescimento de Listeria innocua
(Concentracdo Bactericida Minima - CBM).

CONTAGEM MICROBIANA (UFC/mL)

CONCENTRACAO
DE QUITOSANA REPETICAO
(ng/mL) 1 5

0 1,0 x 10° 6,7 x 10°
50 1,6 x 10* 9,6 x 10*
100 1,7 x 10* 2.4 x10*
200 54 x 10° 1,2 x 10"
400 2,5x10° 7,5 x 10°
800 <10 <10

Fonte: Autora (2013).
Na concentracdo de 800ug/mL de quitosana (dissolvida em solugdo de &cido
citrico 1,5%) o pH do meio antes da adicéo do inoculo era 6,20, ocorrendo uma reducéo de

1,1 unidades de pH em relac¢éo ao pH do meio sem solucéo de quitosana (Tabela 11).

Tabela 11 - Valores de pH de TSB com diferentes concentragdes de quitosana.

CONCENTRACAO DE QUITOSANA (ug/mL) pH
0 7,30

50 7,04

100 7,00

200 6,85

400 6,60

800 6,20

Fonte: Autora (2013).

A CBM a 800ug/mL de quitosana pode ser atribuida ao pH do meio nessa
concentragcdo ser menor que o controle (meio sem solucdo de quitosana) e do meio com as
demais concentragdes de quitosana testadas, o que consequente confere maior agdo
antimicrobiana pois sabe-se que o efeito inibitorio da quitosana é maior em pH menor que 7,0,
sendo este resultado constatado neste experimento (Tabelas 10 e 11). Esse fato se deve as
cargas positivas que a quitosana apresenta quando estd em meio acido (DEVLIEGHERE;
VERMEULEN; DEBEVERE, 2004; HELANDER et al., 2001), podendo assim, interagir com
as cargas negativas da parede celular das bactérias. (KNOWLES; ROLLER, 2001).

A quitosana utilizada neste estudo, com 95,1% de grau de desacetilagéo,

dissolvida em solucéo de &cido citrico 1,5%, na concentragdo de 800ug/mL, foi mais eficiente
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na eliminacgdo de L. innocua ATCC 33090 que o estudo realizado por Bento et al. (2009), que
avaliou a atividade antimicrobiana de quitosana com grau de desacetilagdo de 85% dissolvida
em solucdo de &cido acético 1% sobre Listeria monocytogenes ATCC 7644, encontrando
valor de 5000pg/mL para a Concentragdo Bactericida Minima.

Fai (2008) utilizou quitosana com 83% de desacetilagdo contra Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella e Yersinia
enterocolitica e encontrou valores de MIC de 1250pg/mL.

Para Rhoades e Roller (2000) mesmo que os valores de CIM e CBM da quitosana
sejam considerados elevados em comparagdo a outros compostos antimicrobianos como 6leos
essenciais e bacteriocinas, o amplo espectro de atividade e a baixa toxicidade fazem com que

a aplicagdo de quitosana como antimicrobiano em alimentos seja promissora.

4.3 EFEITO DA QUITOSANA SOBRE LISTERIA INNOCUA INCORPORADA NA MATRIZ ALIMENTAR

(SORVETE)

E comprovado que a eficiéncia antimicrobiana da quitosana quando analisada em
meio de cultura ndo é a mesma observada quando esta é aplicada em alimentos (KNOWLES;
ROLLER, 2001), por essa razdo, a CBM encontrada (800ug/mL) foi a menor concentragéo de
quitosana utilizada nos tratamentos com sorvete e as demais concentragdes foram 1200 e
1600ug/mL. Foram testadas concentragbes maiores, como 1800 e 2000ug/mL, mas esses
tratamentos foram descartados por ter sido observado uma desestabilizagcdo das proteinas
provocada pela redugdo do pH em decorréncia do &cido utilizado para dissolver a quitosana
ou por acdo da propria quitosana, j& que a adi¢do de quitosana em leite integral ou desnatado
(ingrediente do sorvete) provoca a coagulagdo das micelas de caseina e desestabiliza grande

parte das proteinas do soro sem alterar o pH do leite (AUSAR et al., 2001).

4.3.1 Caracterizacéo fisico-quimica das amostras

Os valores de pH e a composicéo centesimal do tratamento sem quitosana (QO) e
dos tratamentos com diferentes concentragdes quitosanas (Q1, Q2 e Q3) séo apresentados na
Tabela 12. O aumento da concentragcdo de quitosana reduziu o pH, provavelmente em
decorréncia da maior quantidade de solugéo 4cida adicionada, e consequentemente, maior teor
de &cido citrico, no entanto, ndo foi observada precipitagdo protéica nas amostras de sorvete

desses tratamentos.
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Tabela 12 — Valores de pH e composicdo centesimal de sorvete com diferentes
concentragdes de quitosana.

pH e COMPOSICAO CENTESIMAL (%)*

COMPONENTES
Q0 Q1 Q2 Q3
pH 6,54 + 0,03 5,86 + 0,01 5,52 + 0,03 5,24 + 0,02
Umidade 64,11 + 0,04 67,11 + 0,03 68,06 + 0,04 68,84 + 0,07
Cinzas 0,53 +0,01 0,47 +0,01 0,47 £0,02 0,46 + 0,01
Proteinas 3,57 £ 0,03 3,11 £ 0,05 2,87 £0,03 2,50+ 0,07
Carboidrato 27,30 £ 0,05 23,45 + 0,07 23,34 £ 0,04 23,29 + 0,05
Lipidio 6,50 + 0,03 5,86 +0,14 5,27 +£0,02 4,91+ 0,05

Fonte: Autora (2013).

QO: Sorvete sem quitosana (controle).

Q1: Sorvete com 800ug/mL de quitosana.

Q2: Sorvete com 1200ug/mL de quitosana.
Q3: Sorvete com 1600ug/mL de quitosana.

* Média de 3 repeti¢des (n=3) + desvio padrédo

Os teores de cinzas, proteinas, carboidratos e lipideos do sorvete obtido nos
diferentes tratamentos reduziram com o aumento da concentragdo de quitosana devido ao
balanceamento dos ingredientes na formulagdo da calda bésica. Verificou-se também aumento
no teor de umidade (Tabela 12).

O alimento € uma mistura de diferentes compostos (hidratos de carbono,
proteinas, gorduras, sais minerais, vitaminas e outros) os quais podem interagir com a
quitosana e provocar a perda ou a melhora do seu potencial antimicrobiano (NO et al., 2007),
por isso é imprescindivel que sejam conhecidas as caracteristicas da matriz alimentar em
questdo, considerando-se os efeitos dos préprios constituintes, o pH do produto, a combinacdo

de procedimentos a que foi submetido e demais aspectos quimicos (FAI, 2008).

4.3.2 Pesquisa e contagem de Listeria innocua em sorvete com quitosana

Os resultados da pesquisa de L. innocua mostram que a calda bésica pasteurizada
para sorvete foi preparada em condi¢Oes higiénico-sanitérias satisfatorias, pois ndo foi
detectada presenga de Listeria spp. em nenhuma das amostras de sorvete antes da inoculagao.

A contagem de L. innocua logo ap6s inoculagéo foi de 10> UFC/mL, confirmando
o0 resultado dos testes de padronizagdo (item 4.1 — Tabela 9), em que uma inoculagéo de
10’UFC/mL de L. innocua em 50 mL de calda basica para sorvete resultou em uma contagem
inicial de 10° UFC/mL. Ap6s a etapa de maturagdo (5°C/24h) a contagem de L. innocua foi a

mesma, ou seja, 10° UFC/mL, mostrando que embora Listeria monocytogenes cresca sob
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refrigeracdo, o processo de maturacdo ndo foi um ponto critico para o crescimento de L.
innocua, mesmo no tratamento sem quitosana (LQO).

As contagens de L. innocua logo ap6s o processamento do sorvete e até 60 dias de
estocagem congelada a -18°C e susdo apresentados nas Tabelas 13 (experimento 1) e 14

(experimento 2).

Tabela 13 — Efeito da quitosana sobre Listeria innocua em sorvete (experimento 1).

TEMPO DE CONTAGEM MICROBIANA (UFC/g)*
ARMAZENAMENTO
(dias) LQO LQ1 LQ2 LQ3
0 2,2 x 10° 1,8 x 10° 1,9 x 10° 5,1x10°
1 1,5 x 10° 1,4 x 10° 1,7 x 10° 6,0 x 10°
5 1,3 x 10° 1,5 x 10° 1,4 x 10° 4,7 x 10°
10 1,3 x 10° 1,8 x 10° 1,4 x 10° 5,0 x 10°
15 1,3 x 10° 1,5 x 10° 1,3x10° 5,4 x 10°
30 5,7 x 10* 1,3 x 10° 1,1x10° 2,5x10°
45 6,1 x 10* 8,2 x 10* 1,7 x 10* 2,5x10°
60 2,8 x 10* 7,5 x 10* 2,4 x 10* 1,4 x 10°

Fonte: Autora (2013).

LQO: Sorvete sem quitosana + Listeria innocua (controle).
LQ1: Sorvete com 800ug/mL de quitosana + Listeria innocua.
LQ2: Sorvete com 1200ug/mL de quitosana + Listeria innocua.
LQ3: Sorvete com 1600ug/mL de quitosana + Listeria innocua.
* Média da duplicata (n=2).

Tabela 14 — Efeito da quitosana sobre Listeria innocua em sorvete ( experimento 2).

TEMPO DE CONCENTRAGAO MICROBIANA (UFC/g)*
ARMAZENAMENTO
(dias) LQO LQ1 LQ2 LQ3
0 6,9 x 10° 2,1 x10° 2,1x10° 1,1 x10°
1 9,8 x10° 2,1 x10° 1,9 x 10° 1,0 x 10°
5 8,5 x 10° 1,3 x10° 1,8 x 10° 1,5 x10°
10 9,1 x10° 1,5 x10° 1,9 x 10° 8,1 x 10*
15 7,3x10° 1,9 x 10° 1,9 x 10° 6,6 x 10*
30 3,5 x 10° 1,2 x 10° 1,7 x10° 6,0 x 10*
45 6,4 x 10* 9,0 x 10* 1,3x10° 4,2 x 10*
60 5,7 x 10* 1,0 x 10* 1,3x10° 3,9 x 10*

Fonte: Autora (2013).

LQO: Sorvete sem quitosana + Listeria innocua (coontrole).
LQ1: Sorvete com 800ug/mL de quitosana + Listeria innocua.
LQ2: Sorvete com 1200ug/mL de quitosana + Listeria innocua.
LQ3: Sorvete com 1600ug/mL de quitosana + Listeria innocua.
* Média da duplicata (n=2).
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No experimento 1, o tratamento LQO apresentou 1 (uma) reducdo exponencial
com 30 dias de armazenamento a -18°C. A mesma reducéo foi observada nos tratamentos
LQ1 e LQ2 somente ap6s 45 dias, e o tratamento LQ3, embora com maior concentracdo de
quitosana, ndo apresentou reducéo exponencial da concentracdo de L. innocua.

No experimento 2, os tratamentos LQO e LQ1 reduziram 1 (um) expoente da
concentragdo de L. innocua com 45 dias de armazenamento. Os tratamentos LQ2 e LQ3
apresentaram resultados diferentes do experimento 1, pois LQ2 ndo reduziu a concentracdo de
L. innocua em 60 dias de armazenamento e em LQ3 apresentou uma reducdo exponencial
com apenas 10 dias de armazenamento a -18°C.

As concentracgdes de quitosana utilizadas no sorvete (800, 1200 e 1600ug/mL) ndo
apresentaram efeito antimicrobiano satisfatorio como ocorreu no meio de cultura, na qual em
800ug/mL de quitosana nédo foi detectado crescimento de L. innocua.

Tiwari et al. (2009) ressalta o fato de a quantidade de conservantes naturais
necessaria para se ter atividade antimicrobiana sobre os micro-organismos em produtos
alimentares ser consideravelmente maior que as utilizadas em estudos in vitro, mostrando que
o efeito € menor em sistema alimentares do que em meios de cultura. 1sso se deve ao fato de
as substéncias anibnicas presentes nos produtos alimenticios, como gorduras e proteinas,
reagirem com os radicais catidnicos da quitosana e dessa forma, atuarem competitivamente na
interacdo com as cargas anionicas da parede celular das bactérias (KNOWLES; ROLLER,
2001), assim como foi verificado no presente trabalho a eficiéncia antimicrobiana da
quitosana na concentracdo de 800ug/mL sobre L. innocua em meio de cultura (CBM) e a ndo
eficiéncia nessa mesma concentragdo no sorvete, podendo ser sugerido que as concentragdes
de proteina, carboidrato e gordura (Tabela 12) do sorvete, possivelmente interagiram com a
quitosana, inibindo sua acéo.

Health Canadd (2010) recomenda uma redugdo de no minimo 3 ciclos
logaritmicos na concentracdo de Listeria monocytogenes pos processamento para considerar a
acdo de um antimicrobiano efetiva. Esse fato ndo ocorreu nas concentracdes de quitosana

testadas sobre L. innocua em sorvete (Tabela 15).
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Tabela 15 - Redugdo logaritmica de Listeria innocua em sorvete no periodo de 60 dias.

REDUCAO LOGARITMICA (LOG;, UFC/g)*

TRATAMENTO EXPERIMENTO
1 2

LQO 0,89 1,07

LQ1 0,38 1,31

LQ2 0,38 0,22

LQ3 0,52 0,45

Fonte: Autora (2013).

LQO: Sorvete sem quitosana + Listeria innocua (controle).

LQ1: Sorvete com 800ug/mL de quitosana + Listeria innocua.

LQ2: Sorvete com 1200ug/mL de quitosana + Listeria innocua.

LQ3: Sorvete com 1600ug/mL de quitosana + Listeria innocua.

*Valores obtidos por diferenca entre a concentracdo inicial (t=0) e a concentracdo final (t=60).

No presente trabalho foi possivel observar que embora ndo tenha ocorrido
crescimento de L. innocua entre as etapas de inoculagéo e o final da maturagdo, em que a
calda bésica para sorvete foi armazenada a 5°C por 24 horas, a bactéria permaneceu viavel
mesmo a temperatura de congelamento (-18°C) em que o sorvete foi armazenado no periodo
de 60 dias. E importante destacar a necessidade de medidas que evitem a contaminagéo de
alimentos por Listeria spp., devido sua elevada resisténcia a baixas temperaturas. Fato
constatado em um estudo desenvolvido por Palumbo e Williams (1991), em que praticamente
100% das celulas vidveis de Listeria monocytogenes foram recuperadas a partir de sorvete
armazenado por 14 semanas a -18°C.

A adoglo de padrdes microbioldgicos com exigéncia de auséncia de Listeria
monocytogenes em alimentos por parte de diversos paises visa assegurar um produto isento de
risco para o consumidor, pois embora uma Unica célula deste micro-organismo,
provavelmente, ndo seja suficiente para causar listeriose, sua capacidade de multiplicacéo
durante a estocagem de alimentos, mesmo sob refrigeracdo, faz com que a sua presenga no
alimento cologue em risco a saude dos consumidores mais susceptiveis (gestantes, criangas e
imunodeprimidos) (CATAO; CEBALLOS, 2001).

O uso da quitosana em alimentos com finalidade antimicrobiana é comum na
forma de revestimentos ou coberturas aplicadas principalmente em frutas. Poucas pesquisas
utilizam a quitosana como ingrediente adicionado diretamente ao produto, como no caso do
presente estudo. Além disso, é necesséria uma maior quantidade de pesquisas que avaliem o
efeito da quitosana como antimicrobiano em diferentes matrizes alimentares, ja que a

composicao do alimento é um dos fatores que interfere na sua efetividade.
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5 CONCLUSAO

A quitosana apresentou efeito inibitdrio sobre Listeria innocua ATCC 33090 em
meio de cultura, mas ndo foi possivel determinar a Concentracdo Inibitdria Minima pela
analise de turbidez do meio nos tubos; ja a Concentracdo Bactericida Minima que inibiu o
crescimento de L. innocua ATCC 33090 foi de 800ug/mL de quitosana.

As concentragdes de 800, 1200 e 1600upg/mL de quitosana ndo apresentaram
efeito antimicrobiano sobre L. innocua ATCC 33090 em sorvete com 23,29 a 27,30% de
carboidrato, 2,50 a 3,57% de proteina e 4,91 & 6,50% de lipidio.
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