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Resumo: Este estudo foi conduzido com o objetivo de reduzir a contaminacéo de patégenos de importancia
alimentar em carne bovina fresca usando revestimento comestivel de quitosana. Testes antimicrobianos
com filmes contendo quitosana de 1,0%, 1,5% e 2,0% apresentaram atividade antimicrobiana, com o filme
de 2% apresentando os maiores halos de inibig&o (16 a 22 mm) para Escherichia coli, Salmonella Enteritidis
e Listeria monocytogenes. Apds a contaminacdo intencional com cada bactéria (6 log UFC mL™), as
amostras de carne bovina tratadas com solucéo de quitosana a 2% e mantidas a 4 °C por 72 h, tiveram sua
contaminagdo reduzida em 6 ciclos logaritmicos quando comparadas com o controle (sem quitosana) (p <
0,01). Os dados demonstram o grande potencial do revestimento de quitosana para a reducdo da
contaminacgédo bacteriana de carne bovina.

Palavras chave: Atividade antimicrobiana, Revestimento comestivel, Bactérias patogénicas.

Inactivation of pathogens on fresh beef coated with chitosan edible monolayer

Abstract: This study was conducted with the aim of reducing contamination by food-important pathogens in
fresh beef using edible chitosan coating. Antimicrobial tests with 1.0%, 1.5% and 2.0% chitosan films
showed antimicrobial activity, with the 2% film showing the largest inhibition halos (16 to 22 mm) for
Escherichia coli, Salmonella Enteritidis and Listeria monocytogenes. After intentional contamination with
each bacterium (6 log CFU mL™) the beef sample treated with 2% chitosan suspension and kept at 4 °C for
72 h, had their contamination reduced in 6 log cycles when compared with the control (without chitosan) (p <
0.01). The data demonstrate the great potential of chitosan coating to reduce bacterial contamination of beef.

Key words: Antimicrobial activity, Edible coating, Pathogenic bacteria.
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A carne bovina €é um componente
importante na dieta do brasileiro e atualmente, o
Brasil ocupa a posicdo de maior rebanho bovino
do mundo (214,7 milhdes de cabecas), segundo
maior consumidor (42,12 kg/habitante/ano) e
maior exportador (2,2 milhGes toneladas
equivalente/carcaca). Do total de carne produzida
no pais, 80% abastece o mercado interno
segundo a Associacdo Brasileira das IndUstrias
Exportadoras de Carne [ABIEC] (2019).

Dentre os setores de varejo de carnes, as
feiras livies € um dos meios de comércio do
produto em cidades interioranas (Diniz et al.,
2012), por se tratar de um habito cultural. No
entanto, os riscos hiolégicos associados a esse
tipo de comercializacdo aumentam em virtude das
condicbes  precarias das feiras, como
acondicionamento, presen¢ca de  animais
domésticos e o0 excesso de manipulagdo, além de
infraestruturas precérias. Esses fatores
associados as caracteristicas intrinsecas da
carne bovina, como alta atividade de agua e pH
favoravel, por exemplo, favorecem o]
desenvolvimento de microrganismos patogénicos,
colocando os produtos carneos entre os géneros
alimenticios mais envolvidos em  surtos
alimentares (Shekarforoush et al., 2015). No
Brasil, entre 2009 e 2018, a carne bovina foi o
sexto alimento mais envolvido em surtos
alimentares, estando associada a 361 surtos
(Brasil, 2018).

Uma alternativa proposta para reduzir o
risco de microrganismos deteriorantes e
patogénicos indesejaveis na carne fresca € 0 uso
de revestimentos comestiveis biopoliméricos. A
guitosana €é um polissacarideo obtido da
desacetilacdo parcial da quitina, um biopolimero
atoxico e biodegradavel, que tem sido usado
como revestimento devido as suas propriedades
antimicrobianas e antioxidantes, além de atuar
como barreira ao oxigénio (Cardoso et al., 2016).
Sabendo que a qualidade sanitaria durante a
manipulacdo da carne tem sido alvo de
preocupacdo em todas as etapas de producéo, o
presente estudo teve como objetivo avaliar a
eficiéncia do revestimento comestivel em
monocamada de quitosana, em bifes de carne
fresca, na reducdo da carga microbiana de
patégenos de importancia alimentar.

Os filmes com diferentes concentracbes de
quitosana (1,0%; 1,5%; 2,0%) foram preparados
por diluida em suspensao de &cido lactico a 1%
(v/v) e glicerol a 0,2% (v/v), sob agitac&o por 4 h.
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Trinta e cinco mililitros da solucdo de quitosana
foram colocados em placas de Petri para
secagem em estufa com circulacéo de ar por 24 h
a 40 °C (Jones & Medlicott, 1995). A atividade
antimicrobiana foi realizada por meio do teste de
difusdo em disco utilizando filmes de 6 mm de
didmetro em triplicata (Karaman et al., 2003)
frente aos patégenos E. coli ATCC 25922, S.
Enteritidis ATCC13076 e L. monocytogenes,
segundo o Centro de Referéncia para
Lactobacilos [CERELA]. Inéculos bacterianos
padronizados (log 6 UFC mL™) foram espalhados
em agar Muller-Hinton, e em seguida, procedeu-
se a incubacao em temperatura de 37 °C por 24
h. A atividade antimicrobiana da quitosana foi
observada pela formacdo de halos de inibicdo
(Goy & Assis, 2014) que foram medidos com
paquimetro digital (Digimess®), expressos em
milimetros, e o melhor resultado foi selecionado
para aplicagdo do revestimento nas amostras de
carne.

Para a atividade antimicrobiana no
revestimento em monocamada da quitosana,
cortes de carne bovina (aproximadamente 10 Kg)
foram divididos em trés grupos de acordo com o
microrganismo teste (E. coli, S. Enteritidis e L.
monocytogenes) e o grupo controle. Em cada
grupo, cada corte de carne foi subdividido em 22
bifes de 100 g. Duas unidades foram submetidas
a analise microbiolégica para verificar a carga
microbiana inicial. Para a contaminagéo
intencional, as demais unidades foram inoculadas
com suspensao bacteriana (log 6 UFC mL'l) com
0 microrganismo indicador. Apés 30 minutos, 10
unidades foram imersas em 500 mL de solugéo
de quitosana a 2% (obtida comercialmente da
Polymar Industria e Comércio Ltda, de alto peso
molecular e desacetilagdo a 90%) por 10
segundos. Para o grupo controle foi usado agua
destilada estéril. As amostras foram mantidas a 4
°C em estufa BOD e apés 72 h foram realizadas
analises microbiolégicas seguindo protocolos
estabelecidos por Silva et al. (2010). Todo o
experimento foi conduzido em triplicata. Para
andlise estatistica, os dados foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) e aplicado teste de
Tukey (p=<0,01). A analise de regressédo foi
realizada para avaliar as diferentes
concentracdes de quitosana. O software utilizado
foi 0 SISVAR, verséo 5.6 (Ferreira, 2011).

A determinacdo dos halos de inibicdo
mostrou que houve diferenca significativa entre os
tratamentos (p<0,01). O filme com 2% de
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quitosana foi escolhido para os testes de
revestimento por apresentar maior atividade
antimicrobiana (halos variando de 16 a 22 mm)
(Figura 1). O alto grau de desacetilagdo da
quitosana (90%) foi um dos fatores que contribuiu
para que O aumento na sua concentracao
melhorasse a atividade antimicrobiana
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(Malinowska-Paficzyk et al., 2015). Segundo
Rajoka et al. (2020), este grau é uma
caracteristica importante para determinar o
desempenho da atividade antimicrobiana da
quitosana, pois quanto mais alto, maior
solubilidade em agua e atividade ela tera.

Figura 1 - Curva da andlise de regresséao das diferentes concentracdes de quitosana frente as bactérias
Escherichia coli, Salmonella Enteritidis e Listeria monocytogenes.
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A equacdo da regressdo das diferentes
concentra¢des da quitosana foi linear, mostrando
a necessidade de estudos que testem o efeito
antimicrobiano da quitosana em concentracfes
mais altas a fim de se obter uma concentracéo
6tima (Figura 1). No presente estudo isto ndo foi
possivel devido as concentragcdes acima de 2%
aumentarem a viscosidade da suspenséo,
inviabilizando sua utilizacdo no revestimento na
carne. A diferenca dos halos de inibi¢cdo entre as
bactérias nado foi significativa, mesmo L.
monocytogenes sendo mais sensivel (Figura 1). A
resisténcia das bactérias a quitosana depende de
fatores, como o tipo de microrganismo, tamanho
do in6culo e a fase de crescimento do
microrganismo  (Malinowska-Paficzyk et al,
2015).

Com relacdo a eficiéncia do revestimento
de quitosana nos bifes de carne, estes ndo se
encontravam contaminados com 0s

—@— Listeria monocytogenes

microrganismos testes e quando tratados com a
suspensao de quitosana a 2% em monocamada
(ap6s contaminacdo) apresentaram reducéo
significativa (p < 0,01) de 6 ciclos logaritmicos em
relagdo as amostras controle apés 72 h de
refrigeracdo (Tabela 1).

A vantagem do revestimento em alimentos
€ que este processo pode ser feito por imersao,
onde o produto é diretamente imerso em uma
solucdo, e 0 excesso ao ser removido forma um
filme sobre a superficie do alimento (Pinheiro et
al., 2010). Além disso, a suspensédo de quitosana
apresenta maior potencial antimicrobiano quando
comparado a filmes incorporados com quitosana,
possivelmente pela dificuldade da quitosana em
se difundir através da matriz do produto. Este fato
foi observado por Ye et al. (2008) ao relatarem
atividade anti-Listeria em filme incorporado com
quitosana, enquanto Shekarforoush et al. (2015),
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relataram que solucdes de quitosana a 2% foram
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eficazes na reducéo de L. monocytogenes.

Tabela 1 - Redugéo média da carga microbiana de carne bovina revestida com quitosana a 2% por 72

horas a 4 °C.
Tratamentos Microrganismos (Log UFC g™)
E. coli L. monocytogenes S. enterica
Sem quitosana 6,91b + 0,02 5,99b + 0,02 6,39b + 0,01
Com quitosana 0,04a £ 0,01 0,11a+ 0,02 0,12a+ 0,02

UFC. Unidade formadora de col6nia.

Outra vantagem para 0 revestimento
comestivel usando quitosana é que ele além de
ndo alterar as caracteristicas sensoriais do
produto, mantendo o aroma e sabor
caracteristicos dos alimentos, também intensifica
a cor e o brilho naturais da carne ao reduzir a
oxidacgdo do pigmento  oximioglobina a
metamioglobina (Cardoso et al., 2016), que
provoca 0 escurecimento da carne, uma das
principais alteracbes deste tipo de produto
durante o armazenamento. Dessa forma, a
quitosana, como conservante natural na carne e
produtos cérneos, minimizaria o wuso de
conservantes quimicos como o nitrito, que tem
sido responsavel pela formacdo de nitrosaminas
secundarias, implicadas na incidéncia de cancer
em humanos (Oliveira et al., 2005).

O revestimento comestivel de quitosana a
2% em carne bovina foi eficiente na reducdo de
patbgenos importantes para a seguranga
alimentar. Além disso, trata-se de uma alternativa
viavel e simples que pode ser utilizada em
carcacas de carne como forma de minimizar a
contaminagdo microbiana pés abate, visto que em
um sistema de bicamada ou tricamada haveria a
necessidade de repetir 0 processo mais de uma
vez, onerando custos com materiais.
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