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RESUMO

O Queijo é um alimento que faz parte da dieta humana ha milhares de anos, é sdélido e é feito
a partir do leite de vacas, cabras, ovelhas e/ou outros mamiferos. Existem centenas de tipos de
queijos produzidos em todo o mundo, entre 0s quais, 0 queijo Marinhas.

O queijo Marinhas diferencia-se pelo seu sabor caracteristico e inconfundivel, trata-se de um
gueijo artesanal, sem adicdo de produtos quimicos antifingicos. No entanto, a empresa produtora
atualmente depara-se com um problema de conservagdo do queijo devido ao aparecimento de
bolores a sua superficie.

As propriedades dos revestimentos de quitosano sobre a atividade antimicrobiana tém sido
intensamente estudada como relatado na literatura (Balicka-Ramisz et al 2005; Raafat et al
2008;Dutta et al 2012). Este pode ser aplicado como revestimento diretamente sobre o alimento ou
associado a outros materiais. O quitosano representa um bom exemplo de uma embalagem ativa.

Este trabalho teve como objetivo estudar o efeito do quitosano no revestimento de queijo
Marinhas, por forma a evitar o desenvolvimento de fungos de superficie. Usaram-se ferramentas de
andlise de imagem, o CellProfiler (www.cellprofiler.org) para avaliar o desenvolvimento de bolores.

O queijo Marinhas foi submetido a testes de caraterizacdo das suas propriedades fisico-
quimicas. O fungo foi identificado através de testes de ADN, realizados na Biopremier, como sendo
penicillium raistrickii.

Por forma a avaliar o efeito do revestimento de quitosano no desenvolvimento do fungo,
foram seguidas duas abordagens diferentes. Na primeira foram colocadas placas de agar de extrato
de levedura em contato com o papel revestido com o quitosano em diferentes concentracdes. Estas
experiéncias foram realizadas na Escola Superior de Biotecnologia. Na segunda abordagem o
revestimento de quitosano foi aplicado diretamente no queijo. Estas experiéncias foram realizadas na
Escola Superior de Biotecnologia e na empresa Lacticinios das Marinhas

Nas experiéncias com placas (na primeira abordagem experimental), verificou-se que o
aparecimento do fungo é retardado. Na segunda abordagem ndo se verificou 0 mesmo. Nas
experiéncias conduzidas em queijo, ndo foi possivel observar um efeito positivo do quitosano na
inibicdo ou retardagdo do crescimento do fungo do queijo. Conclui-se assim que a aplicacdo deste
revestimento ndo resolve o problema do aparecimento de bolores no queijo Marinhas devendo ser

seguida uma abordagem alternativa.

Palavras-chave: Queijo Marinhas; fungos; quitosano; CellProfiler
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ABSTRACT

The cheese is a food that makes part of human diet for thousands of years, is solid and is
made from cows, goats, sheep and/or other mammal’s milk. There are hundreds of cheese types
produced around the world, including the Marinhas cheese.

Marinhas cheese differentiates itself by its distinctive and unmistakable flavor, this is a
handmade cheese without anti-mold chemicals adding. However, the production company currently
faces a cheese conservation problem due to mold appearing on its surface.

The properties of chitosan coatings regarding antimicrobial activity have been intensively
studied as reported in published literature (Balicka-Ramisz et al. 2005; Raafat et al. 2008; Dutta et al.
2012). It can be applied as coating directly on the food or associated with others materials. Chitosan
represents a good example of an active packaging.

This work aimed at studying the effect of chitosan coating on Marinhas cheese on protecting
surface mold development. To evaluate the mold development, it was used image analyses tools,
CellProfiler (www.cellprofiler.org).

The Marinhas cheese has been subject to physico-chemical properties characterization tests.
The fungus was also identified through DNA testing performed by Biopremier as being Penicillium
raistrickii.

In order to evaluate the chitosan coating effect on fungal growth, two different approaches
were followed. In the first, at Biotechnology Superior School, a yeast extract agar plates were placed
in contact with paper coated with different chitosan concentrations. In the second, at Biotechnology
Superior School and at Lacticinios das Marinhas factory, chitosan coating was applied directly on the
cheese.

In experiments with plates (first experimental approach), it was verified that fungus appearing
is delayed and the temperature played an important role. In the second approach doesn't happened
the same. In the cheese experiences, wasn’t possible verify a positive effect on surface mold inhibition
or retardment. Therefore, it's conclude that this coating application doesn’t solve the mold appearance

on cheese Marine problem, so an alternative approach should be followed.

Key words: Marinhas cheese; mold; chitosan; CellProfiler
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1. INTRODUCAO

A producédo de queijo comecou ha cerca de 800 anos atras, tendo 0s seus processos de
producdo evoluido ao longo da histéria da humanidade, existindo atualmente cerca de 1000
variedades diferentes. Queijo € o nome genérico usado para um dos grupos de alimentos derivados
de leite fermentado, produzidos numa grande variedade de sabores e formas, em todo o mundo
(Pogas, 2009). Nos ultimos anos, tem-se registado um interesse crescente, em termos cientificos e
tecnoldgicos, por produtos alimentares tradicionais manufacturados artesanalmente devido as
caracteristicas organoléticas Unicas resultantes das particularidades do processo de fabrico.

O queijo em analise é o queijo artesanal Marinhas, diferencia-se pelo seu sabor caracteristico
e inconfundivel, onde ndo é usado qualquer produto quimico no seu revestimento ao longo do seu
processo de fabrico (www.Imarinhas.com). A empresa, atualmente depara-se com um problema de
conservagdo do queijo, pois este evidencia um reduzido prazo de validade, devido ao aparecimento
de bolores a sua superficie durante a fase de armazenamento e venda do produto, que resulta do fato
de ndo serem adicionados aditivos antifungicos na superficie do queijo. Esta situacdo leva a uma
rejeicdo do produto pelos consumidores. Face ao aumento do consumo de produtos regionais, pelas
suas caracteristicas e qualidade, € necessario criar formas de manuten¢éo da qualidade do queijo,
sem alterar as suas propriedades, prolongando o seu periodo de conservacdo. Para se conseguir
encontrar uma solucdo para este problema, € necesséario conhecer os fatores fisico-quimicos e
microbiolégicos que determinam estas alteragbes (Machado, 2003).

Avaliando-se as vérias hipoteses de solucdo e tendo em conta que o queijo em questdo se
trata de um queijo artesanal, onde se pretende preservar as suas caracteristicas naturais, optou-se
por aplicar como embalagem ativa sem quimicos, usando para isso 0 quitosano.

O quitosano é uma substancia predominantemente a base de um polissacarideo natural, a
quitina, derivado de crustaceos ou de fungos. A adi¢do de quitosano nos produtos alimentares nao
altera as suas caracteristicas sensoriais e pode ser usado para prolongar o seu tempo de
conservacgdo. (Fajardo, P. et al, 2010; Pierro,P. et al, 2010).

Este trabalho teve como objetivo a andlise do queijo Marinhas, a sua caraterizacao fisico-
quimica (matéria gorda, acidez, pH, cloretos, humidade, isotermas de adsorcao e textura do produto).
Pretendeu-se, também, identificar o fungo responsavel pelo desenvolvimento de bolores no queijo em
causa e estudou-se o impacto da aplicagdo de um revestimento a base de quitosano (variando a
temperatura de incubacdo e a concentracdo de quitosano). Para avaliar o crescimento dos fungos
avaliou-se o uso da aplicagdo informatica de processamento de imagem: CellProfiler
(www.cellprofiler.org).

E de referir que no decorrer deste trabalho, foi apresentado um poster (anexo IV), na 11"

International Conference of the European Chitin Society.



2. ENQUADRAMENTO TEORICO
2.1 - Apresentacdo da empresa “Lacticinios das Marinhas”

A fébrica de lacticinios Marinhas esta situada na freguesia das Marinhas, concelho de
Esposende, distrito de Braga.

Os Srs. Dr. Amilcar Castilho, Eng. Reinaldo Castilho e Manuel da Costa Pais, fundaram, em
1954, uma sociedade por quotas denominada “Lacticinios das Marinhas, Lda”, que exploram até a

presente data esta unidade industrial. (Figura 2.1)

Figura 2.1 - Industria de lacticinios das Marinhas, Lda

Ao longo dos ultimos anos e em particular na década de 80, a empresa efetuou poucos
investimentos, mas a necessidade de tornar a empresa mais competitiva para enfrentar os problemas
gerados pela abertura dos mercados agricolas, levou a que no triénio 1992/93/94 se realizassem
véarios investimentos de vulto nos mais diversos sectores da empresa, tais como a aquisicdo de
equipamentos que garantissem uma maior produtividade e qualidade; melhoramentos das condi¢des
higiene-sanitarias das instala¢des; controlo laboratorial dos produtos fabricados, matérias-primas,
ingredientes e eliminacéo dos efeitos dos efluentes sobre 0 meio ambiente.

No biénio 1999/2000, a empresa apostou em tornar-se cada vez mais competitiva, pela
qualidade dos seus produtos e servicos. Encarando com otimismo a entrada no novo milénio,
delineou uma estratégia que privilegia a seguranca alimentar e a reestruturagdo interna, quer através
da introducdo de um plano de autocontrolo (HACCP), quer através da implementagcdo de um Sistema
de Qualidade segundo a horma NP EN ISO 9002.

A empresa foi certificada pela NP EN ISO 9002 em Julho de 2001 (certificado n°
01/CEP.1493) e pela DS 3027 E:1998 — Seguranga Alimentar através do HACCP em Abril de 2002
(certificado n° 02/CSA.005), tornando-se na primeira empresa de lacticinios em Portugal a obter esta
certificagédo.

A empresa efetuou a transicdo para a nova horma NP EN 1SO 9001:2000 no ano de 2002,

tendo-lhe sido atribuido o certificado com 0 mesmo ndmero em Janeiro de 2003. Em 2009 a empresa



efetuou a transicAo do seu sistema de Seguranca Alimentar para a nova norma NP EN
1SO22000:2005.

2.2 - Caracteristicas relevantes do Queijo Marinhas

E um queijo curado, tipo prato com aproximadamente 1,1Kg, fabricado a partir de leite
pasteurizado, parcialmente desnatado, com adicdo de fermentos lacteos, cloreto de calcio e coalho,
sem corantes, com um teor de matéria gorda entre 12% e 16%, casca ndo comestivel (Figura 2.2). E

um produto pronto a consumir e tem um prazo de validade de 2 meses (www.lmarinhas.com).

Figura 2.2 - Aspeto do queijo Marinhas

Uma das caracteristicas especificas deste queijo € ndo possuir um revestimento externo, o
que lhe confere um processo de cura continuo, facto que acentua o seu paladar. Decorrentes deste
facto, podem aparecer bolores na casca que devem ser limpos com uma escova ou um pano himido.
O queijo deve ser conservado em local fresco e arejado, longe de fontes de cheiro e sabor intenso.

Na sequéncia do aparecimento excessivo de bolores, a empresa viu-se na necessidade de
encontrar uma solugdo, para minimizar esse crescimento. O trabalho que aqui é apresentado, visa

encontrar um revestimento para o controlo de bolores na superficie do queijo.



2.3 - Descri¢cdo do processo

O fluxograma de producao do queijo Marinhas esta apresentado na Figura 2.3.
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Na rececédo de leite cru refrigerado (e antes da sua descarga) sdo feitas analises a matéria
gorda, acidez e é feito registo da temperatura. A pesquisa de inibidores (penicilina, &gua oxigenada,
formol e cloro) ja vem feita pela empresa de leites.

O leite é armazenado num depdsito onde existe aquecimento, 0 que leva a uma
centrifugacao/desnate e consequentemente a separa¢éo da nata e do leite desnatado, em que a nata
sofre alguns processos até se transformar em manteiga. O leite desnatado é o produto que entra para
a producéao do queijo. O leite desnatado sofre um arrefecimento e é armazenado em depdsito, onde &
agitado para ocorrer a homogeneizacédo. De seguida é submetido a pasteurizacdo, que consiste em
submeter o produto a altas temperaturas e, posteriormente a baixa temperatura. Com esta rapida
variacdo de temperatura é possivel destruir as bactérias indesejaveis existentes, eliminando possiveis
agentes de modificacdo do produto. Depois de concluida a pasteurizacdo da-se o enchimento das
cubas onde é adicionado o fermento, o coalho (enzima Mucorzime “L” Biostar diluida em agua) e
cloreto de célcio. O cloreto de célcio € um ingrediente essencial na elaboracéo de queijos, permitindo
melhor rendimento e eficiéncia da coagulacdo. A coagulagédo é realizada aproximadamente em 30
minutos, sendo remexido manualmente, por um operario e ainda mecanicamente, para aumentar a
homogeneizacao das partes sélidas.

O corte da coalhada é feito com instrumentos préprios e assim ocorre 0 primeiro
dessoramento onde é libertado algum soro. Numa segunda fase manual e com utensilios préprios
ocorre o segundo dessoramento. No momento em que 0 queijo vai para a prensa e € envolvido em
panos de revestimento. Estes panos tém a fungéo de ndo deixar que a massa arrefega rapidamente,
facilitar o dessoramento e ajuda a retirar o queijo.

A prensagem é feita com prensas verticais o que ajusta a pressdo de forma a evitar
deformacdes, ficando nesta forma, 24 horas, tendo o cuidado de coloca-la no centro do prato e com a
respetiva tampa.

Uma vez terminada a prensagem 0s queijos sdo desenformados, aparados, moldados e
identificados com o ndamero de lote e colocados em salmoura. O tempo de permanéncia na salga do
queijo varia entre 3 a 7 horas, é efetuada com agua saturada e com sal marinho, opHentre5e7e a
temperatura entre 12 e 20°C. O sal adicionado a agua é completamente dissolvido, com a ajuda de
um agitador proprio. A salmoura depois de preparada é filtrada, utilizando equipamento apropriado. O
filtro da salmoura é ligado diariamente, antes da colocagdo dos primeiros queijos na salga e deve
permanecer ligado enquanto existir queijo na salga. Apés terminar o processo da salga, séo
colocados em cestos préprios onde ficam a secar, até poderem ir para a cura, oito dias, a uma
temperatura de 8°C a 4°C, numa camara. Depois de devidamente curado, este é embalado com a
colocacgédo do rétulo e acontece a expedigcdo para diferentes locais: queijarias, grandes superficies,

consumidor final (Figura 2.4).
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2.4 - Caracterizagao fisico-quimica do queijo

As caracteristicas organoléticas de um queijo dependem de inimeros fatores associados ndo
s6 a matéria-prima, como também a sua composi¢do e caracteristicas microbiologicas, quer ainda
aos métodos e praticas de fabrico (Martins e Vasconcelos, 1993). Neste sentido é fundamental, para
consolidar este estudo, fazer uma breve caracterizacado de alguns fatores fisico-quimicos do queijo
Marinhas. Assim, na analise fisico quimica foi efetuada a determinacéo da matéria gorda, acidez, pH,
cloretos, humidade. As andlises foram efetuadas no laboratério da Escola Superior de Biotecnologia
da Universidade Catdlica, em amostras de queijo Marinhas disponibilizadas pela fabrica.

Os valores definidos pela empresa com base no seu histérico sdo apresentados na Tabela
2.1

Tabela 2.1 - Valores de referéncia apresentados pela empresa lacticinios das Marinhas (extrato

hamido).
Gordura Acidez Cloretos Humidade
total (%) (% &c. latico) (%) (%)
Limite
Valores de L 10 0,6 0,8 40
minimo
referéncia da
Limite
empresa o 16 1,2 2 60
maximo

No queijo Marinhas foi também realizada, a determinacdo de dois pardmetros que nos

fornecem informac¢®es importantes sobre o produto: isotermas de adsorcéo e textura.

2.4.1 - Matéria Gorda

Matéria gorda é o conjunto de substancias lipidicas de um determinado produto, equivale a
matéria gorda do queijo. Este fator é especifico de cada queijo, sendo os valores de referéncia
fornecidos pela empresa. Como anteriormente foi referido, o queijo Marinhas apresenta um teor de
matéria gorda de 10% a 16% em extrato himido o que equivale de 20% a 32% em extrato seco.
Enquanto, por exemplo o queijo Limiano, em extrato seco, possui um teor de matéria gorda de 45% a
60 tal como o queijo Serpa, Azeitdo e Paiva. Um teor superior a 60% é especifico de queijos como o
Serra da Estrela.

2.4.2 - Acidez e pH

O indice de acidez corresponde a quantidade de hidréxido de sédio necessario para
neutralizar uma determinada solucdo. Este pardmetro, num alimento, influéncia o seu sabor, odor,
cor, estabilidade e manutencéo da sua qualidade. Pelo que a sua caracterizacdo é fundamental para
a caracterizacdo do seu prazo de validade e fatores de alteracdo do produto. A acidez do queijo

Marinhas pode variar entre 0,6% e 1,2%.



2.4.3 - Cloretos

Entende-se por teor em cloretos a quantidade de iBes cloreto, expresso em percentagem.
Esta caracteristica esta diretamente relacionada com a quantidade de sal utlizada no alimento e pode
constituir um fator de alteragdo do proprio produto. No queijo Marinhas, os valores oscilam entre um

valor minimo de 0,8% e um méaximo de 2%.

2.4.4 - Humidade

Esta determinacdo é fundamental para avaliar a quantidade de agua num determinado
produto, ja que a presenca de agua em quantidades indesejaveis, podera ser um fator de alteracéo
do alimento. A quantidade de agua no produto afeta a sua seguranga, qualidade, estrutura e
deterioracdo do alimento. E possivel verificar uma relacdo direta com a textura, isto é, ao existir

deterioracdo havera mudanca da estrutura do produto e a sua textura sera diferente.

2.4.5 - Isotermas de adsorcéo

As isotermas de adsorcdo estabelecem a relacdo entre a atividade de 4gua e a humidade de
um produto. A qualidade dos produtos depende da atividade de agua, humidade, migragédo da agua,
absorcao e perda da agua durante o armazenamento. O valor relativo & 4gua de um alimento, s6 por
si ndo fornece informagdes sobre suas propriedades uma vez que estas também s&o influenciadas
pela composicéo do alimento.

A atividade da agua é o parametro da humidade que esta relacionado com o crescimento de

fungos.

2.4.6 - Textura

A textura € uma propriedade extremamente complexa, determinada por diferentes parametros
interrelacionados entre si. Nos alimentos, os atributos de textura desempenham um papel importante
nas decisdes de compra e consumo, sendo assim um dos atributos dominantes na preferéncia dos
consumidores (Gunasekaran & Ak, 2003).

A Organizacéo Internacional de Normalizaco (ISO, 1992) define textura como o conjunto das
propriedades reolégicas e atributos estruturais de uma alimento percebidos por meios mecanicos,
tacteis e, quando apropriados, os recetores auditivos e visuais (Alvarenga, 2000; Gunasekaran & Ak,
2003).



As propriedades do queijo que contribuem para a sua textura sdo divididas em trés

categorias:
i) Mecanicas relacionadas com a reacdo do produto a uma pressdo, que
compreendem a dureza, dimenséo, viscosidade, elasticidade e aderéncia;
ii) Geométricas relacionadas com a dimensdo, forma e arranjo das particulas no
queijo;
iii) De superficie relacionadas com as sensacoes, tais como as que sdo produzidas na

cavidade bocal por agua e/ou gorduras (Alvarenga, 2000; Fox et al.; 2000;
Gunasekaran & Ak, 2003).

A textura do queijo depende da composicdo quimica e da forca das interacbes entre os

elementos estruturais que compdem a sua micro e macroestrutura.

As propriedades estruturais dos alimentos sdo a dureza, adesividade, coesividade,

elasticidade, gomosidade e mastigabilidade. Pode ver-se a sua descricao resumida na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 - Descri¢do resumida dos parédmetros do teste de perfil de textura (TPA)

Propriedades texturais

Definicdo

Forca necessaria para obter uma dada deformagéo (expresso em Newton,

Dureza
neste caso em Kgf. Kgf=9,80665N)
Trabalho necessario para vencer as forgas de atracédo entre a superficie do
Adesividade alimento e as superficies com as quais este entra em contacto (area 3,

expresso em N.s, neste caso Kgf.s).

Coesividade

Forca das ligagBes internas que definem a estrutura do alimento (area 2 /

area 1, adimensional).

Elasticidade

Capacidade que uma amostra, apds deformacao, recupera a sua condi¢ao
inicial quando retirada a for¢ca aplicada (distancia 2 / distancia 1,

adimensional).

Gomosidade

E considerado um parametro secundario obtido a partir dos parametros

primarios: gomosidade = dureza x coesividade

Mastigabilidade

E considerado um parametro secundario obtido a partir dos parametros

primarios: mastigabilidade = gomosidade x elasticidade




3. EMBALAGEM ATIVA

O crescente interesse no desenvolvimento de embalagens que mantenham as propriedades
sensoriais dos alimentos, que sejam seguras e eliminem microrganismos visando o aumento do
tempo de prateleira de produtos alimenticios, tem impulsionado pesquisas com filmes e revestimentos
comestiveis por suas propriedades contra a deterioracdo de alimentos (Diab et al., 2001). O uso de
polissacarideos para este fim, tem sido alvo de grande interesse devido a estabilidade estrutural, por
exemplo, na perda de massa e na contaminacdo microbioldgica dos alimentos. Além destes
polissacarideos serem incolores com aparéncia nao oleosa, tém baixo teor calérico (Embuscado e
Huber, 2009, Souza, 2001). Um polissacarideo de crescente utilizacéo na inddstria de alimentos é o
quitosano (Diab et al., 2001), obtido a partir da desacetilagdo da quitina (Costa-Silva et al., 2006).
Este possui propriedades antimicrobianas em relacéo a diversos microrganismos, o que justifica sua
utilizacdo no desenvolvimento de filmes e revestimentos para aplicacdo alimentar (Park et al., 2004).

Face ao problema detetado no queijo Marinhas, surge assim a necessidade em desenvolver
uma embalagem ativa que possa minimizar o problema. Assim, tentou-se estudar um sistema de
embalagem ativa para o queijo Marinhas que regule a atividade da agua superficial e evite o
desenvolvimento do fungo. Esta embalagem deve constituir uma barreira a humidade otimizada e/ou
um sistema ativo de fungcéo anti bolor. Com esta embalagem pretende-se impedir o crescimento de
bolores superficiais sem alterar as caracteristicas tipicas sensoriais do queijo.

O quitosano é obtido a partir da quitina, correspondente a forma desacetilada, podendo o
grupo N-acetil sofrer varios graus de desacetilagdo, gerando assim diversos derivados deste
polissacarideo natural. A quitina é o componente organico mais abundante na estrutura esquelética
de muitas classes que formam o grupo dos invertebrados (ex: os artr6podes, os anelideos e os
moluscos), esta também presente nos fungos (ex: ascomicetos, zigomicetos, basidiomicetos e
deuteromicetos) e em algas.

Comercialmente é obtida essencialmente a partir de crustdceos (cascas de camardo,
caranguejo, lagostins, etc), subprodutos de industrias de processamento alimentar.

Hoje em dia existem vérias aplicagcdes da quitina e do quitosano na inddstria alimentar em
diferentes areas de aplicagdo como agente antimicrobiano, filmes ediveis, aditivo, qualidade
nutricional, purificacdo de 4guas entre outros exemplos. No Anexo V, é apresentada mais informacao
sobre o quitosano.

O queijo Marinhas é um queijo artesanal sem qualquer produto quimico e/ou substancia
quimica, procurou-se entdo um produto que ndo altere a sua qualidade. Na bibliografia sdo apontados
dois tipos de agentes antifingicos, referindo-se o uso de natamicina e nisina (Marck el al., 2010) e
quitosano (Attanasio et al,2009; Porta et al 2011) em alguns queijos comercializados ao nivel
mundial. No entanto, a nisina e natamicina sdo substancias quimicas que podem alterar as
caracteristicas naturais do queijo em estudo.

Por outro lado a embalagem a base de quitosano é usada em varios queijos tradicionais, 0s
quais se destaca o referenciado em Attanasio et al, 2009. Neste trabalho, a adicdo de quitosano em
fabrico de queijo, em combinacdo com revestimento ativo (lisozima e &cido etilenodiamino tetra-

acético, sal disédico) e MAP (embalagem em atmosfera modificada) foi usado para prolongar a vida
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de prateleira de “Fior di latte”. Os fatores que parecem estar relacionados com a detioragdo deste
produto sdo as Pseudomonas spp. e coliformes. No queijo embalado e armazenado a 4°C, o pH, o
nivel microbioldgico, a composicao do gas e alteragc8es sensoriais foram monitorizadas ao longo de
um periodo de 8 dias. Os resultados mostraram que a combinacdo de quitosano, de revestimento
ativo e MAP, melhoram “Fior di latte” aumentando a vida de prateleira, em 5 dias, em comparacéo
com a embalagem artesanal. Esta caracteristica pode ter resultado do efeito sinérgico entre os
compostos ativos e as condigBes atmosféricas no headspace da embalagem. Este revestimento
parece reduzir o desenvolvimento microbiano e em especial inibe o crescimento de pseudomonas.

No estudo relacionado com a aplicacdo do quitosano em queijo Ricotta, este foi revestido com
um filme & base de proteina com quitosano, e armazenado sob atmosfera modificada a 4 °C (Pierro,
P. et al, 2010). O revestimento de uma superficie de filme com Ricotta reduziu o crescimento de
contaminantes microbianos e prolongou a vida de prateleira. Este revestimento também atrasou o
desenvolvimento de acidez indesejavel e melhorou a manutencdo da textura, mantendo as
caracteristicas sensoriais.

A atividade antibacteriana do quitosano sobre Staphylococcus aureus e Escherichia coli,
parece estar intimamente dependente do nivel de indculo, peso molecular e concentracdo utilizada
(Pintado, M et al,2008).

O efeito antimicrobiano do quitosano é fortemente dependente do tipo de microrganismo alvo
(bactérias Gram negativa contra Gram positiva) e do peso molecular do quitosano. Verifica-se que no
caso das bactérias Gram negativa o efeito antimicrobiano € maior quitosano com baixos pesos
moleculares, e o inverso no caso de uma bactéria Gram positiva. O estudo sugere que a utilizacéo de
quitosano (independentemente do peso molecular) estard limitada a produtos alimentares que
possuam um baixo teor de proteinas. Por outro lado, a interferéncia de proteinas no efeito inibidor do
quitosano diminui com o aumento do peso molecular.

Além das suas propriedades antimicrobianas, a utilizacdo de quitosano, em alimentos tem
sido incentivada devido a sua biocompatibilidade, n&o-toxicidade, indigestibilidade e
biodegradabilidade. O contato das células fungicas de Aspergillus niger com o quitosano provoca
desorganizacao molecular e alteragdes estruturais do citoplasma e membrana plasmatica, bem como
enfraquecimento e inchaco das hifas (Plascencia-Jatomea, M. et al, 2003).

A morfologia do fungo Aspergillus niger foi observada por microscépio de transmissdo de
eletres, tendo-se verificado que o quitosano atua inibindo o crescimento de esporos(Xiao-Fang, L. et
al, 2008). Neste estudo é elucidado o efeito da atividade antifingica do quitosano principalmente
causada pela inibicdo do DNA para o RNA de transcrigdo. Outra espécie de Aspergillus que é inibida

pelo quitosano é a Aspergillus alternata (Pintado, M. et al, 2012).
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4. METODOLOGIA
4.1 - Determinagdo das caracteristicas quimicas do queijo
4.1.1 - Teor de matéria gorda

O teor em matéria gorda foi determinado segundo a técnica de Van Guilik (NP-2105,1983).
Esta técnica consiste num processo de separacédo da matéria gorda da amostra por centrifugagéo no
butirometro. A separagdo da matéria gorda é facilitada pela adicdo de uma pequena quantidade de

alcool isoamilico. Os resultados sao expressos em percentagem.

Figura 4.1 - Representacao da Técnica de Van Gulik NP-2105,1983

Para preparagdo da amostra, inicialmente retirou-se a casca (ou a por¢éo superficial) com
manchas ou bolores, ndo comestivel, de modo a obter uma amostra representativa do queijo tal como
ele é consumido.

Para a determinagdo de teor de matéria gorda, usou-se 3g de amostra do queijo quantidade

necesséria para representar o queijo em estudo.

4.1.2 - Determinacéo da acidez e pH

A determinacdo da acidez foi efetuada pelo método titulométrico. Assim, para uma amostra
de 10 g de queijo, é titulada com uma solugcdo de NaOH, 0,1 N, sendo o resultado expresso em
percentagem de acido lactico. O pH ndo tem unidades e tém por base o uso de uma escala com

soluc¢des tampao.
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Figura 4.3 - Determinagé&o do pH

4.1.3 - Determinacéo de cloretos

A determinacdo de cloretos foi efetuada pelo método de titulagcdo potenciométrica. Esta
determinagéo € baseada na ISO 5943:2006 e IDF 88:2006 sendo expressa em percentagem.

O queijo foi suspenso em 4gua sendo de seguida acidificado com &cido nitrico e titulados com
uma solucéo de nitrato de prata (usando para o efeito um eléctrodo de prata). Antes da andlise, a
superficie da casca ou bolor da camada de queijo foi removida, de forma a obter uma amostra
representativa de queijo como este é normalmente consumido.
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Figura 4.4 - Determinacao cloretos pelo método de titulagcdo potenciométrica

No que se refere ao procedimento, pesou-se 2 g de amostra hum recipiente de ensaio com
uma preciséo de 0,001 g.
O calculo final da percentagem de cloretos € determinado pela seguinte formula:

(V1-V0)s—t—

Wi = 1000" +1009% (4.1)

Em que:

V, -> Corresponde ao volume, em ml de solucdo de nitrato de prata padréo usado no ensaio
em branco;

V; -> Corresponde ao volume, em ml de solugcdo padrdo de nitrato de prata utilizadas na
determinacao;

C -> Corresponde a concentragdo real, expressa em moles por litro de solu¢éo de nitrato de
prata padréo;

m -> Corresponde a massa, em gramas, da toma de ensaio;

M -> Corresponde a massa molar utilizada para expressar o resultado como uma fracdo de

massa, em percentagem do cloreto em causa.
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4.1.4 - Determinacédo da matéria seca

A determinacdo da matéria seca equivale a perda de agua por secagem. A perda por
secagem foi calculada a partir da diferenga de massa antes e apds a secagem da amostra. Assim,
para o procedimento, pesou-se a capsula com aproximadamente 10 g de areia obtendo-se o peso da
capsula e da areia (mg). Depois foi adicionado 2 g de queijo ralado e homogeneizou-se na mesma
capsula e pesar (m;). Triturou-se cuidadosamente o queijo com a areia e secar durante 4 horas na
estufa a 102+2°C. Fechou-se a capsula e deixou-se arrefecer durante 45 minutos no exsicador. De

seguida, pesou-se novamente, obtendo o peso final (m,). O resultado é expresso em percentagem.

Formula para calcular o valor da matéria seca:

Matéria seca: 2= x 100% (4.2)
ml-mo

Férmula para calcular as perdas por secagem:

Perda por secagem: %’"2 x 100% (4.3)

mo

4.2 - Isotermas de adsorcao

Para a determinacdo da isoterma de adsorgdo, as amostras de queijo foram equilibradas em
diferentes humidades relativas, em pequenas cadmaras fechadas a 10°C. A humidade relativa em
cada camara foi criada através das solug8es saturadas de cada sal (Figura 4.5).

Foram utilizados os sais cloreto de potassio (KCI), cloreto de sddio (NaCl), cloreto de
magnésio (MgClI2), sulfato de potassio (k2S04) e nitrito de potassio (KNO3) com percentagens de
humidades relativas respetivamente de 80,2%, 75,5%, 33,1%, 99,0%, 92,5% (Florentin, L et al,2010).
Os valores reais da humidade relativa dos sais foram medidos com um termo-higrémetro (medidor de
humidade e temperatura de um ambiente) (Omegaette HH314 TEMPERATURE METER).

A preparacgéo das solu¢bes saturadas de sais foi feita do seguinte modo: em copos com 30 ml
de 4gua destilada em aquecimento foram adicionados os sais até se atingir saturagdo e precipitacao.

Para as isotermas as camaras com as solucdes saturadas foram colocadas na camara
grande a 10°C (Walk in marca Aralab, modelo Fitoclima 5000 EDTU).
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Figura 4.5 - Montagem experimental para determinacdo da isoterma de absorcéo

O teor de humidade na amostra foi medido ao fim de 2, 8 e 10 dias. Foi, também, feita uma
observagéo visual das amostras (cor e aspeto).

No fim da experiéncia, as propriedades da textura foram avaliadas no texturémetro, medida a
a, e o teor de humidade.

Ao fim do 10° dia, 0s queijos ja apresentavam bolores que inviabilizavam a continuidade da

experiéncia.

4.3- Caracterizacao da textura do queijo

A determinagdo da textura foi efetuada por um texturémetro Stable Micro Systems, modelo
TA XT.Plus Texture Analyser — TPA (teste de perfil de textura).

A partir da curva dada pelo equipamento anteriormente referido, foi possivel obter a dureza, a
adesividade, a coesividade, a elasticidade, a mastigabilidade e a gomosidade da amostra (Ribeiro,
1998; Alvarenga, 2000; Machado, 2003; Gunasekaran & Ask, 2003). Neste ensaio a amostra de
queijo foi perfurada com uma sonda cilindrica de diametro 5 mm para 0 queijo sem a casca e com
uma sonda cilindrica de diametro 3 mm para o queijo com casca. A forca foi registada a medida que a
sonda perfura na amostra. Os resultados das propriedades estruturais sdo mais facilmente

interpretados observando o grafico do teste de perfil de textura apresentado na Figura 4.6.
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Figura 4.6 - Gréfico do teste de perfil de textura

Analisando a Figura 4.6, é possivel calcular as propriedades estruturais da seguinte forma:

e Adureza é dada pelo valor do pico na area 1, ou seja, o pico mais alto da primeira curva;

e A adesividade é dada pela érea 3;

e A coesividade é calculada dividindo a area 2 pela area 1;

o A elasticidade do alimento obtém-se dividindo a distancia percorrida na area 2 pela
distancia percorrida na érea 1,

e A gomosividade é dada pelo produto entre a dureza e a coesividade.

e Por fim, a mastigabilidade é obtida efetuando o produto entre a gomosividade e a
elasticidade.

Nos Anexos | e Il encontram-se os valores obtidos pelo texturémetro na realizacdo deste

trabalho, onde foram aplicados os célculos anteriormente associados a cada propriedade da textura.

4.4 - |dentificacé@o do fungo problema do queijo Marinhas

O bolor presente no queijo Marinhas, tem um aspeto verde com “bordos” brancos, redondo e
aveludo. No entanto, estas sdo caracteristicas meramente macroscoépicas, insuficientes para a sua
identificacdo. Neste sentido, foi necessario isolar a estirpe do fungo para o identificar através da sua
sequéncia de ADN. Para tal, recolheu-se uma por¢éo de bolor com ansa e zaragatoa para uma caixa
de petri com o0 meio de cultura Rose Bengal Agar, na qual se desenvolveu o fungo.

Na Biopremier (empresa de biotecnologia de &mbito internacional, especializada em testes de

ADN, localizada em Lisboa), foi extraido o ADN e identificado o fungo.
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4.5 - Avaliacéo do efeito do revestimento do quitosano

De forma a avaliar o efeito do revestimento do quitosano na inibicdo do desenvolvimento do
fungo no queijo Marinhas, pretende-se realizar ensaios onde o fungo seja colocado em contacto com
0 revestimento de quitosano. Seguiram-se duas abordagens diferentes, na primeira o quitosano foi
aplicado em papel vegetal e na segunda foi aplicado no queijo.

As concentracdes de quitosano foram testadas, utilizando varias concentracées de fungos por
forma a encontrar a concentracdo mais adequada. Com este objetivo, diferentes concentraces de
quitosano foram aplicadas sobre o papel vegetal proveniente da fabrica (caracteristicas do papel
estdo apresentadas no Anexo lll), os quais foram colocados em placas de Petri, com 0 meio ym-agar,
para diferentes temperaturas de incubacdo de 10°C (temperatura do frigorifico) e de 25°C
(temperatura 6tima de crescimento). Para cada uma das concentra¢gfes de fungos foram preparadas
placas de controlo onde néo foi aplicado quitosano. Para cada concentracdo de quitosano (20, 17, 13)
g/l, foram aplicadas nove dilui¢des da solugéo do fungo (10, 10% 10°, 10*, 10°, 10°,10", 10° e 10°).

A avaliacdo da evolucéo do crescimento dos fungos foi efetuada pela aplicagcao informética de
processamento digital de imagem CellProfiler

A aplicacéo do quitosano na superficie do queijo foi efetuada, em quatro amostras:

1) Queijo sem gquitosano e sem in6culo;

2) Queijo sem quitosano e com inoculo;

3) Queijo com quitosano e sem inéculo;

4) Queijo com quitosano e com inéculo.

O inoculo foi colocado no queijo com uma micropipeta e posteriormente espalhado por toda a

superficie do queijo com o uso de um espalhador.

4.6 - Preparacdo do revestimento do quitosano
4.6.1 - Formulagédo do quitosano

O quitosano comercial (Aqua Premier Co, Thailand), apresenta-se em pé (desacetilacdo
superior a 75% e viscosidade de 800 a 2000 mPa.s) de elevado peso molecular (C12H,4N,Og). Para
aplicacdo do quitosano sera efetuada uma solugdo solivel de modo a poder ser usada para as
diferentes concentragbes. De acordo com as concentracdes pretendidas, neste caso 1:50 ml, juntar-
se-a 49 ml agua destilada, 1 ml acido latico e 1 g quitosano, agitando-se para homogeneizar a
solugdo. Apds obter uma solugdo homogénea serd adicionado 0,5 ml glicerol (um plastificante) e
agita-se até a solucdo ficar novamente homogénea. Depois de bem homogeneizada, a solucao esta

pronta para ser aplicada.
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4.6.2 - Preparacéo do indculo

O desenvolvimento do bolor foi realizado no meio Yeast Malt Agar (ym-agar). Apos 10 a 12
dias, a uma temperatura de 25°C, foi verificado um crescimento abundante de bolor e a formacéo de
esporos. Posteriormente, foram adicionados 10 ml de uma solugéo de Ringer estéril a superficie das
placas de agar.

A recuperacédo de esporos foi feita através da suave agitacdo da solucdo de soro fisiol6gico
sobre as col6nias de bolor. Por este processo, foram obtidas suspensdes de esporos de cerca de 10°
a 10° ufc/ml.

4.6.3 - Aplicacdo do revestimento sobre o queijo

A solucao de quitosano foi aplicada com as luvas em toda a extensdo do queijo, tendo o
cuidado de manter a mesma espessura ao longo do produto. Apés o revestimento aplicado no queijo

secar, ficou com um aspeto mais brilhante.

4.6.4 - Avaliacao por microscopio electrénico de varrimento (SEM) do revestimento
sobre papel vegetal

Para verificar o efeito do quitosano sobre a folha de papel vegetal, pretende-se observar a
morfologia do mesmo com um SEM antes e ap6és a adicdo de uma solucéo de quitosano (20 g/l). Esta
solucdo de quitosano foi a escolhida dado que esta foi a solugdo onde se obtiveram melhores
resultados.

O SEM é capaz de produzir imagens da superficie de uma amostra com elevada ampliagéo,
resolucdo e aparéncia tridimensional.

O método para operacao do equipamento estd descrito no manual de utilizacdo do Scanning
Electron Microscopy JEOL JSM 5600LV do Centro de Biotecnologia e Quimica Fina da Escola
Superior de Biotecnologia.

O ensaio foi realizado em modo "Low vacuum". Os pardmetros usados na operagdo do
microscoépio foram:

e Work distance (distancia do trabalho) - distancia entre a lente final e a superficie do
espécime. Deve-se utilizar uma distancia do trabalho (WD) mais baixa que o espécime
permitir para uma maior resolugao.

e Spot size (tamanho do ponto) - menor tamanho do ponto, maior resolugéo.

e Magnification (ampliagcdo) - nimero de vezes que a imagem é aumentada em relagdo ao

objeto real.
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4.7 - Cellprofiler

As placas foram analisados com o software de analise de imagem “CellProfiler”, um software
livre, de cédigo aberto, projetado para explorar e analisar dados de imagem (www.cellprofiler.org). O
software permite quantificar a area de pontos originados pelo crescimento do bolor, tal como a area
total da superficie da placa. A area da placa total é o limite que é feito ao desenhar com o controlo
(rato do computador) a area de toda a placa (At). A superficie coberta pelos pontos (bolores), é
possivel calcular ao limitar/assinalar todos os pontos que aparecem no software de imagem que
indiguem a presenca de bolor (Figura 5.15). Apés este passo, a area ocupada pelo bolor é calculada
e somada (Am).

A
Razéao entre a area de superficie coberta por bolor e a area total = A—m (4.4)
t

A
Percentagem de area coberta por bolor = A—m x 100% (4.5)
t

O cellprofiler ndo permite efetuar elevadas contagens de bolor, dado que perde a
sensibilidade nos resultados obtidos. Sendo assim, este software apenas permite processar um
namero "contavel" de amostas. Como contaveis, pretende-se designar um numero de bolores com
valores entre 0 a 150 bolores.

Neste trabalho, a analise dos resultados incidiu sobre as diluicdes de 10° e 10°, pois estas
sdo as diluicbes onde se consegue efetuar a contagem dos bolores (como se podera ver no proximo

capitulo).

4.8 - Amostras analisadas

As amostras de queijo analisadas foram fornecidas pela fabrica dos Lacticinios das Marinhas.
As primeiras amostras foram utilizadas para caraterizacdo quimica. AplGs a realizacdo desta
experiéncia, foram pedidas mais amostras para a determinacdo da textura. Posteriormente, foram
solicitadas mais amostras para a determinacdo das isotermas de adsor¢éo e ainda, para aplicacdo do
quitosano no queijo.

As amostras enviadas pela fabrica, foram disponibilizadas a partir do lote produzido nesse

momento.

20



5. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS
5.1 - Caracteristicas fisicas quimicas

Os resultados aqui apresentados, foram obtidos no laboratério da faculdade por forma a
caracterizar o queijo Marinhas sob ponto de vista quimico e de textura.

Tabela 5.1 - Resultados fisico-quimicos das amostras de queijo (em extrato humido).

] . Teor de o
Ne Gordura Acidez | Cloretos Matéria ) Atividade
pH humidade i
Amostra | total (%) (%) (%) seca (%) %) da agua (aw)
0
1 12,3 5,44 0,57 1,36 51,7 48,2 0,995
2 12,5 5,40 0,60 1,36 48,3 51,7 0,984
3 12,0 5,34 0,54 1,34 45,3 54,7 0,983
4 12,5 5,39 0,69 1,33 45,9 54,1 0,983
5 13,0 5,43 0,57 1,27 47,2 52,8 0,984

Relativamente a tabela anterior, pode-se retirar algumas conclusdes:
e Quanto a gordura total e cloretos, os valores das 5 amostras encontram-se dentro dos limites
maximos e minimos de referéncia fornecidos pela empresa (Tabela 2.1).
e Quanto a acidez os valores séo ligeiramente inferiores ao valor minimo (0,6%),
e Quanto aos cloretos registam-se valores muito proximos e dentro do intervalo sugerido pela
empresa.
¢ Quanto & matéria seca ndo ha diferencas relevantes entre as 5 amostras estudadas.
Os resultados alcancados relativos a anélise das isotermas de adsor¢cdo sdo apresentados
nas Tabelas 5.2 e 5.3.

Tabela 5.2 - Comparacéo da a,, e teor de humidade do queijo em cada um dos sais no fim da

experiéncia
Atividade da Teor de

Sal N° Amostra agua (aw) humidade (%)
MgCl, 1 0,911 20,1
NacCl 2 0,963 37,8

KCI 3 0,972 44,7
KNO; 4 0,979 44.8
K,SO, 5 0,982 53,4
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Tabela 5.3 - Evolucdo da humidade relativa ao longo de 10 dias.

Humidade relativa do queijo (%)
Sal Sem“o 2 dias 8 dias 10 dias Média Desvio
queljo padréo
MgCl, 38,4 49,5 43,8 42,6 45,3 3,6
NacCl 75,2 84,6 84,2 82,8 83,9 0,9
KCI 84,6 90,6 88,8 87,8 89 1,4
KNO; 90,6 91,4 90,7 91,0 90,9 0,3
K,SO, 91,9 90,6 91,6 90 91 0,8

Os resultados alcancados, apresentados nas Tabelas 5.2 e 5.3, encontram-se também nas
Figuras 5.1 e 5.2 sob a forma de graficos.
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Figura 5.1 - Humidade relativa ao longo do tempo para os diferentes sais
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Figura 5.2 - Relacdo entre o teor de humidade e a,, ho queijo Marinhas

Ao fim de 2-3 dias, a humidade relativa estava estabilizada apesar de ndo se atingir os
valores tedricos ditos anteriormente. A Figura 5.1 representa a isoterma de adsorgdo, é possivel
verificar que a quantidade de &gua do produto afeta a qualidade deste como o0 seu sabor e a sua
estrutura. Quer isto dizer que existe uma deterioracdo da amostra, verificando-se assim uma relacao
com a textura. A humidade da-nos sempre informacao da textura do alimento.

Em todos os queijos foram efetuadas analises da a, antes do estudo das isotermas. E
possivel verificar que ocorreram ligeiras descidas em todos os sais (Figura 5.1). Embora no sulfato de
potassio, a diferenca seja pouco significativa (0,982) os outros sais apresentam uma descida nos
valores de a,, mas com maior relevancia no cloreto de magnésio (0,911) visto ser o sal que apresenta
valores de humidade relativa mais baixa e como tal perde menos humidade. Assim pode-se constatar
que quanto maior a humidade relativa, maior seré a ay, logo regista-se uma maior perda de humidade

do queijo.

5.2 - Caracterizacdo da textura do queijo

Para analisar a textura do queijo, foram efetuadas duas avaliagcdes aos queijos, sendo uma
amostras com casca (Tabela 5.4) e sendo a outra amostras sem casca (Tabela 5.5). Para cada queijo
foram determinadas varias caracteristicas que permitem avaliar a textura do queijo, tais como a
dureza, adesividade, coesividade, elasticidade, gomosividade e mastigabilidade. Os resultados
obtidos no texturémetro, sdo apresentados nesta sec¢do, de forma suméria. Os dados primarios

encontram-se disponiveis nos Anexos | e Il.
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Tabela 5.4 - Textura do Queijo Marinhas com casca

Dureza Adesividade Gomosidade | Mastigabilidade
N° Amostra Coesividade | Elasticidade
(Kgf) (Kgf.s) (Kgf) (Kgf)
1 1,151 0,009 0,746 1 0,859 0,859
2 1,238 0,019 0,388 1 0,480 0,480
3 0,637 0,049 0,497 1 0,317 0,317
4 0,426 0,075 0,499 1 0,231 0,231
5 0,563 0,058 0,599 1 0,510 0,510
Média 0,803 0,042 0,546 1 0,479 0,479
Desvio
5 0,367 0,027 0,135 0 0,241 0,241
padréo
Tabela 5.5 - Textura do Queijo Marinhas sem casca
Dureza | Adesividade Gomosidade | Mastigabilidade
N& Amostra Coesividade | Elasticidade
(Kgf) (Kgf.s) (Kgf) (Kgf)
1 0,659 0,061 0,639 1 0,421 0,421
2 0,745 0,222 0,538 1 0,401 0,401
3 0,589 0,115 0,559 1 0,710 0,710
4 0,624 0,087 0,591 1 0,369 0,369
5 0,639 0,074 0,634 1 0,405 0,405
Média 0,651 0,112 0,592 1 0,461 0,461
Desvio padrao | 0,058 0,065 0,045 0 0,140 0,140

O queijo com maior dureza é o identificado com o nimero de amostra 2, onde foi aplicada

uma forca de 1,238 Kgf. Por outro lado, o queijo que apresenta menor dureza é a amostra identificada

com o nuamero 4, onde foi aplicada uma for¢ca de 0,426 Kgf. Os resultados obtidos nas 5 amostras

relativos a elasticidade sdo semelhantes, o que evidencia é um queijo que recupera rapidamente a

sua forma inicial.

A adesividade obtida nas 5 amostras apresenta valores reduzidos e proximos entre 0s

diferentes lotes de queijo analisados, ou seja, a aderéncia dos queijos € equivalente. Na coesividade

os valores registados também nao sao significativamente diferentes, ou seja, é necessario a mesma

forca para mastigar o queijo. A gomosidade e a mastigabilidade, parametros secundarios (uma vez

gue derivam de outros parametros ja analisados), apresentam também resultados semelhantes. O

queijo sem casca apresenta um desvio padrdo mais pequeno do que 0s queijos com casca, quer isto
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dizer que, nos queijos sem casca existe uma menor diferenca nas propriedades de textura das

diferentes amostras de queijos.

5.3 - Papel vegetal com e sem revestimento (quitosano)

A aplicacdo de quitosano foi testada no papel vegetal para verificar o efeito deste (as
caracteristicas do papel encontram-se presentes no Anexo lll). Analisou-se a morfologia do papel
vegetal num microscopio eletronico antes e depois da adicéo da solucdo de quitosano. E possivel
observar o papel vegetal simples na Figura 5.3 e posteriormente o papel vegetal com a aplicagédo do
revestimento (quitosano) na Figura 5.4.

Figura 5.3 - Papel vegetal sem quitosano (observado pelo microscépio eletrénico:
ampliacdo=400x;WD=19;Spot size=57;vacuum=29)

Figura 5.4 - Papel vegetal com quitosano (observado ao microscépio eletrénico:
ampliacdo=400x;WD=11; Spot size=61; vacuum=29)
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Observando a Figura 5.3 e 5.4, verifica-se que as fibras de celulose do papel vegetal, apés a
adicdo de quitosano, deixam de ser visiveis, como se estas se unissem e ficasse um papel uniforme.
Podemos concluir que o quitosano une e vai apresentar um aspeto uniforme e brilhante o que é bom
para o queijo em termos de isolamento.

5.4 - Identificagdo do bolor

Para se desenvolver, o fungo foi colocado numa caixa de petri, com o meio de cultura Rose
Bengal Agar. Foi efetuada uma analise de ADN a este fungo, para se poder identificar a sua espécie.
Esta analise foi efetuada com a colaboracdo da Biopremier (relatério da Biopremier presente no
Anexo VI).

Figura 5.5 - Aspeto morfoldgico da placa com o fungo isolado

Figura 5.6 - Aspeto microscopico do fungo Penicillium raistrickii

Através do resultado dos testes de ADN efetuados, chegou-se a conclusdo que a espécie do
fungo em estudo é designada por Penicillium raistrickii.
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5.5 - Resultados registados na aplicagdo de quitosano no papel vegetal

ApOs avaliados os crescimentos de fungos nas diferentes concentracdes para as duas
temperaturas (10°C e 25°C) obtiveram-se resultados distintos. Isto é, para os 25°C (Figuras 5.7 e
5.8) foi registado um crescimento de fungos ao final de dois dias de incubac&o e para os 10°C
(Figuras 5.9 e 5.10) foi registado um crescimento de fungos no final de sete dias de incubacéo.

A figura 5.7 representa o aspeto das placas ap6s incubacgéo a 25°C para as concentragfes de
quitosano de (13, 17, 20) g/l para as diluicdes de fungo de 10°a 10°.

A Figura 5.8 representa o aspeto das placas apés a incubagédo a 25°C para as concentracdes
de quitosano de (13, 17, 20) g/l para as diluicdes de fungo de 10° a 10"

A Figura 5.9 representa o aspeto das placas apés incubacdo a 10°C para as concentracdes
de quitosano de (13, 17, 20) g/l para as diluicdes de fungo de 10° a 10°.

A Figura 5.10 representa o aspeto das placas apdés a incubacdo a 10°C para as

concentracdes de quitosano de (13, 17, 20) g/l para as diluicdes de fungo de 10° a 10",

Controlo

139/l

17 g/l

20 g/l

6

9 8

10 10 10’ 10

Figura 5.7 - Aspecto das placas apoés incubagéo a 25 °C para as concentracdes de quitosano
de (13, 17, 20) g/l e para as diluigdes de fungo de 10° a 10°
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Figura 5.8 - Aspecto das placas apés incubagédo a 25 °C para as concentracdes de quitosano
de (13, 17, 20) g/l e para as diluicdes de fungo de 10° a 10"

Controlo

139/l
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Figura 5.9 - Aspecto das placas ap6és incubagédo a 10 °C para as concentracoes de
quitosano de (13, 17, 20) g/l e para as diluicdes de fungo de 10° a 10°
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Controlo

13 g/l

17 g/l

20 g/l

Figura 5.10 - Aspecto das placas apds incubacao a 10 °C para as concentra?(”aes de quitosano de
(13, 17, 20) g/l e para as diluicdes de fungo de 10° a 10

Para a temperatura de 25°C (temperatura optima de crescimento), ocorreu o aparecimento do
bolor ao final de 2 dias, para as diferentes concentragdes de quitosono nas diferentes diluicées de
fungo. De registar que, para diluigbes menores do fungo o desenvolvimento registado & menor
(Figuras 5.7 a 5.8). E possivel observar que a concentracdo 13 g/l de quitosano apresenta mais bolor
ao longo do tempo, seguida de 17 g/l e depois 20 g/l. Tendo em conta estes resultados, parece existir
uma relacé@o directa entre a quantidade de quitosano presente e a diminuicdo de crescimento do
fungo.

Para a temperatura de 10°C (temperatura de frigorifico), o crescimento de bolor registado é
menor (registado apos sete dias de incubacéo). Regista-se também uma relacdo entre 0 aumento da
concentracdo de quitosano e a diminuicdo do crescimento fungico. No entanto, nestas placas,
embora os niveis de quitosano condicionem o desenvolvimento dos fungos, parece ser a temperatura
o principal fator que adia o crescimento de bolor.

Globalmente, as placas onde se consegue efectuar uma contagem mais significativa de
fungos que cresceram s&o as das diluicdes 10° e 10°.

As placas foram analisados com o software de analise de imagem Cellprofiler. A razdo entre a
area dada pelo crescimento do bolor e a area total da superficie da placa (Férmula 4.4), foi calculada
a partir das experiéncias realizadas com revestimentos de quitosano com diferentes concentracdes.
Esta razdo calculada foi correlacionada com a concentracdo de quitosano a diferentes temperaturas,
Figuras 5.12 e 5.13.
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Na Figura 5.11, do lado esquero, sdo mostradas as colénias de bolor identificadas da caixa
de petri. Do lado direito, € mostrado o aspeto da caixa de petri com as colénias de bolor (identificadas

pelas cores).

Figura 5.11 - Area ocupada pelo bolor na caixa de petri no cellprofiler (cores referenciam as col6nias
de bolor)

As Figura 5.12 e 5.13 representam graficamente a relacdo entre a area de bolor (normalizada

com a area total da superficie) e a concentragdo de quitosano.

0,60
0,50 -
. y=-0,1273x+ 06102
I e RI=0,9372
= 0,30 -
E ] ) Ufc
<
220 ——100 Ufc
010 7\ =_0,0649x+0,274
o R*=0,9737
0,00 . . : |
] 13 17 20

Concentracio de gquitosano mg mi!

Figura 5.12 - Efeito do revestimento de quitosano no desenvolvimento de Penicillium raistrickii, a 25°C
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Figura 5.13 - Efeito do revestimento de quitosano no desenvolvimento de Penicillium raistrickii a 10°C

Concluiu-se que, embora o numero de coldnias seja semelhante para as diferentes
concentracgdes de quitosano, em ambas as temperaturas existe uma relagdo evidente entre a area de
superficie da placa ocupada pelo fungo e a concentracdo de quitosano. A 25 °C, o efeito do
revestimento & base de quitosano é mais pronunciada do que a 10 °C. Quanto maior € a

concentracao de quitosano, menor é area ocupada por bolor.

5.6 - Resultados registados na aplicacdo do quitosano no queijo

A Figura 5.14 mostra os resultados obtidos a 10 °C ap6s dois meses para 0s queijos
revestidos com quitosano a uma concentracédo de 20 g/l.

A Figura 5.15 mostra os resultados obtidos a 10 °C para as amostras inoculadas, com e sem
quitosano.

N&o foi possivel registar diferencas consideraveis entre as amostras sem inoculo com e sem
quitosano. O desenvolvimento do bolor foi ligeiro e foi localizado na superficie que mantinha contato
com a grelha branca.

Relativamente aos ensaios com in6culo também ndo se registam muitas diferengcas com ou

sem quitosano.
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Figura 5.14 - Aspeto dos queijos apds 2 meses de incubacéo, a 10°C. (A e B) - Amostras sem
indculo e sem quitosano. (C e D) - Amostras sem indculo e com quitosano.

Figura 5.15 - Aspeto dos queijos apds 2 meses de incubagéo, a 10°C. (A e C) - Amostras com
indculo e sem quitosano. (B e D) - Amostras com indculo e com quitosano.

Assim, com base nos resultados apresentados, foi possivel verificar que ndo existe uma
diferenca assinalavel na quantidade de bolor nas amostras de queijo com revestimento de quitosano,
porém, € de realcar que estes dados foram obtidos passado dois meses apds a data da sua

producéo, ou seja, no limite do prazo de validade do queijo Marinhas.
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6. CONCLUSAO

Com base nos ensaios efetuados e nos resultados obtidos e apresentados neste trabalho

podem-se inferir as seguintes conclus@es:

Aplicacé@o de quitosano em papel vegetal:

o

o

Para menores diluicbes do fungo, o desenvolvimento deste registado € menor, por outro
lado, para maiores concentracdes de quitosano, também se regista um menor
crescimento de fungos. Verifica-se assim, uma relagdo entre 0 aumento da concentracédo
de quitosano e a diminui¢cao do crescimento flingico, como seria de esperar.

A temperatura tem um efeito muito importante como € evidente pela comparagdo dos
resultados obtidos a 25°C e a 10°C. Para a temperatura de refrigeracdo (10°C), o
crescimento de bolores registado é muito menor. A temperatura parece ser o principal
inibidor do crescimento, embora os niveis de quitosano também condicionem o
desenvolvimento dos fungos. Este facto é confirmado pela elevada atividade da agua que
indica a importancia do controlo da temperatura neste tipo de queijo.

Verificou-se que para uma dada temperatura controlada o revestimento de quitosano
retardard por alguns dias o aparecimento fungico (para uma temperatura de 25°C e uma
concentracao de quitosano de 20 g/l, em 100 Ufc, o aparecimento de bolor foi adiado em

aproximadamente 2 dias).

Aplicacéo de quitosano em amostras de queijo:

@)

Com a aplicacdo do revestimento do quitosano no queijo Marinhas, verificou-se que néo
existe diferenca na quantidade de bolor na superficie dos queijos face aos queijos sem
revestimento. Assim, conclui-se que o revestimento de quitosano, por si s@, ndo € capaz

de ter um efeito inibitério ou retardado do crescimento do fungo para o queijo Marinhas.

N&o obstante das consideracdes apresentadas anteriormente, existem alguns estudos que

poderiam ser realizados, como por exemplo:

A avaliacdo do efeito do revestimento do quitosano sobre as caracteristicas organoléticas do

queijo, efetuando andlise sensorial.

Repeticdo dos ensaios realizados num maior nimero de amostras por forma a validar os

resultados obtidos.

A monitorizacdo do estado de conservacdo dos queijos, em particular nas superficies de

venda.

Andlise comparativa do desenvolvimento do fungo em vérias zonas de venda, comparando as

condicbes de conservacdo por forma a avaliar a verdadeira eficacia do revestimento do

quitosano.
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8. ANEXOS
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8.1 - ANEXO |

Tabela 8.1 - Resultado do texturometro - Queijo Marinhas com casca, agulha com 3mm de diametro

Pico . . ) . . . ) Para area Para area Pico Pico
Pico forca | Pico forgca | Pico forga Area Area Area Area ] ) ) ] ) )
forca ) ) ) o . ) ) de pico de pico distancia distancia
Ne . negativa negativa negativa positiva positiva | negativa | negativa o » » .
positiva ) . . ) . ) ) positivo positivo positiva positiva
Amostra ) [ciclo 2] [ciclo 1] [ciclo 2] [ciclo 1] [ciclo 2] [ciclo 1] [ciclo 2] ) ) ) )
[ciclo 1] (Kaf) (Kaf) (Kaf) (Kaf ) | (kaf ) | kot ) | kot ) [ciclo 1] [ciclo 2] [ciclo 1] [ciclo 2]
.sec .sec .sec .sec
(Kgf) 9 9 9 9 9 9 9 (kgf.sec) (kgf.sec) (mm) (mm)
1 1,151 1,005 -0,057 -0,12 1,562 1,166 -0,009 -0,035 1,083 0,813 9,996 9,996
2 1,238 0,439 -0,228 -0,223 1,517 0,588 -0,19 -0,251 1,136 0,174 9,996 9,996
3 0,637 0,38 -0,109 -0,111 0,61 0,303 -0,049 -0,073 0,377 0,242 9,996 9,997
4 0,426 0,3 -0,111 -0,089 0,441 0,22 -0,075 -0,072 0,273 0,18 9,996 10
5 0,563 0,441 -0,109 -0,106 0,609 0,365 -0,058 -0,072 0,468 0,281 9,996 9,996
Média 0,803 0,513 -0,123 -0,13 0,947 0,528 -0,076 -0,101 0,667 0,338 9,996 9,997
Desvio
e 0,367 0,281 0,063 0,053 0,544 0,381 0,068 0,086 0,41 0,269 0 0,002
padréo
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Figura 8.1 -

Propriedades texturais
Dureza
Adesividade
Coevisidade
Elasticidade
Gomosidade

Mastigabilidade

0
(| - Jime (sec)

Textura do queijo Marinhas com casca 1

1,151 Kgf
0,009 Kgf.s.
0,746

1

0,859 kgf
0,859 kgf
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0,9
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Adesividade
Coevisidade
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Figura 8.2 - Textura do queijo Marinhas com casca 2

1,238 Kgf
0,019 Kgf.s.
0,388

1

0,480 kgf
0,480 kgf
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Figura 8.3 - Textura do queijo Marinhas com casca 3

Propriedades texturais

Dureza 0,637 Kdf
Adesividade 0,049 Kgf.s.
Coevisidade 0,497
Elasticidade 1,001
Gomosidade 0,317 kgf
Mastigabilidade 0,317 kgf

0
Time (sec)
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Figura 8.4 - Textura do queijo Marinhas com casca 4

Propriedades texturais

Dureza
Adesividade
Coevisidade
Elasticidade
Gomosidade

Mastigabilidade

0,426 Kgf
0,075 Kgf.s.
0,499

1

0,213 kgf
0,213 kgf

0
Time (sec)
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Figura 8.5 - Textura do queijo Marinhas com casca 5

Propriedades texturais

Dureza 0,563 Kgf
Adesividade 0,058 Kdgf.s.
Coevisidade 0,599
Elasticidade 1
Gomosidade 0,51 kof
Mastigabilidade 0,51 kgf

-
Time (sec)

yok:2)
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8.2 - ANEXO Il

Tabela 8.2 - Resultado do texturometro - Queijo Marinhas sem casca, agulha com 5mm de diametro

Pico ] ] ] i i i . Para area Para area Pico Pico
Pico for¢ca | Pico forga | Pico forga Area Area Area Area ] ] ) ] ) )
forca ) ) ) o . ) ) de pico de pico distancia distancia
Ne . negativa negativa negativa positiva positiva | negativa | negativa » » » .
positiva . . ; ) . ) ) positivo positivo positiva positiva
Amostra ) [ciclo 2] [ciclo 1] [ciclo 2] [ciclo 1] [ciclo 2] [ciclo 1] [ciclo 2] ) ) ) )
[ciclo 1] (Kaf) (Kaf) (Kaf) (Kaf ) | (kaf ) | kot ) | kaf ) [ciclo 1] [ciclo 2] [ciclo 1] [ciclo 2]
.sec .sec .sec .sec
(Kgf) 9 9 9 9 9 9 9 (kgf.sec) (kgf.sec) (mm) (mm)
1 0,639 0,511 -0,148 -0,135 0,752 0,477 -0,074 -0,085 0,565 0,358 9,996 10
2 0,589 0,411 -0,178 -0,169 0,701 0,392 -0,115 -0,13 0,496 0,315 9,996 9,996
3 0,624 0,487 -0,179 -0,179 0,649 0,384 -0,087 -0,108 0,506 0,298 9,996 10
4 0,659 0,534 -0,147 -0,167 0,807 0,516 -0,061 -0,098 0,609 0,389 9,996 9,996
5 0,745 0,538 -0,195 -0,189 1,08 0,581 -0,222 -0,037 0,894 0,445 9,996 9,997
Média 0,651 0,496 -0,169 -0,168 0,798 0,47 -0,112 -0,092 0,614 0,361 9,996 9,998
Desvio 0,058 0,052 0,021 0,020 0,168 0,083 0,065 0,035 0,163 0,059 0 0,002
padréo
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Figura 8.6 - Textura do queijo Marinhas sem casca 1

Propriedades texturais
Dureza
Adesividade
Coevisidade
Elasticidade
Gomosidade

Mastigabilidade

0,659 Kgf
0,061 Kgf.s.
0,639

1

0,421 Kgf
0,421 kgf

Force (i&g) 10
087

Figura 8.7 - Textura do queijo Marinhas sem casca 2

Propriedades texturais
Dureza
Adesividade
Coevisidade
Elasticidade
Gomosidade

Mastigabilidade

B1 8 12 2%

PeakFoxf Cycl:2)

i

0,745 Kgf
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0,401 kgf

0
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Figura 8.8 - Textura do queijo Marinhas sem casca 3

Propriedades texturais
Dureza 0,589 Kdf
Adesividade 0,115 Kgf.s.
Coevisidade 0,559
Elasticidade 1
Gomosidade 0,710 kgof
Mastigabilidade 0,710 kgf

Force (l&g) 1 10 22
045+ .
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Figura 8.9 - Textura do queijo Marinhas sem casca 4

Propriedades texturais
Dureza
Adesividade
Coevisidade
Elasticidade
Gomosidade

Mastigabilidade

0,624 Kgf
0,087 Kdf.s.
0,591

1

0,369 Kgf
0,369 kgf

46




Force (Ieg)L
0,79

0,6

0,54

0,44

0,34

0.24

0,1

0,0

-0,

024

10 B4 6 11 3 12 15 8

PeakForje Cyck:])

F®realaF bzu?:'*( e ftn)

0
Time (sec)

gl die Cyck:2)

Figura 8.10 - Textura do queijo Marinhas sem casca 5

Propriedades texturais

Dureza 0,639 Kgf
Adesividade 0,065 Kgf.s.
Coevisidade 0,045
Elasticidade 1
Gomosidade 0,405 kgf
Mastigabilidade 0,405 kgf
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8.3 - ANEXO Il

Caracteristicas do papel vegetal

Tabela 8.3 - Espessura

Espessura da amostra de papel vegetal (um)

N2 Amostra Medicao 1 | Medigdo 2 | Medigdo 3 | Medi¢do 4 | Medigdo 5

1 56 53 54 52 53

2 53 57 54 56 59

3 61 57 56 58 55

4 55 54 53 56 55

5 53 55 53 54 56
Média 55,120
Desvio padrao 2,147

Tabela 8.4 - Gramagem

Amostras Gramagem (g/mz)

1 39,40

2 39,00

3 39,90

4 38,90

5 39,30
Média 30,300
Desvio Padriao 0,352

Tabela 8.5 - Ensaio de cobb

Determinagao da Média | Desvio
Amostras Massa seca (g) Massa Hamida (g) Area (mz) absorc¢do da agua 2 .,
2 (8/m°) | padrédo
(8/m")
1 0,66 0,855 0,010 19,50
2 0,562 0,752 0,010 19,00
3 0,586 0,771 0,010 18,50 18,92 0,377
4 0,846 1,035 0,010 18,90
5 0,843 1,03 0,010 18,70
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8.4 - ANEXO IV

Poster apresentado na 11" International Conference of the European Chitin Society

ABSTRACT
The work aimed at studying the effect of chitosan coating on Marinhas cheese on protecting
surface mould development by using image analyses tools. This cheese is a traditional cheese
with no addition of anti-mould chemicals typically used in industrialized cheeses
(www.Imarinhas.com). The properties of chitosan coatings regarding antimicrobial activity have
been intensively studied as reported in i Balicka-Ramisz et al. 2005; Raafat et
al. 2008; Dutta et al. 2012). Applied as coating directly on the food or associated to other
materials, chitosan represents a good example of an active packaging. The present study
focused on semi-quantifying the chitosan effect on preventing cheese surface mould growth as
p y the This p was ing the ratio of mould-
covered surface area to mould -free surface area using the image analysis software: CellProfiler
(www.cellpt .0rg). were p by submitting yeast extract agar plates to
contact with paper coated with chitosan at different concentrations. The plates were inoculated
with the pi i mould and i at 10°C. The d of mould on the surface
was monitored during 2 weeks. A good correlation (R2=0,899) was found between the chitosan
concentration in the applied coating and the mould area coverage on the cheese surface.

INTRODUCTION

Cheese is a complex system where different reactions take place during the maturation and
storage processes. After manufacture, semi-hard cheese undergoes a maturation process
according to the ripening conditions the cheese is exposed to [1]. Marinhas cheese is a cured
regional cheese, with ca 1 kg, produced with pasteurized milk, with a fat content between 12 and
16% and characteristic organalepucal pmpemes (www.Imarinhas.pt). This cheese has no anti-
mould chemicals typically added in i cheeses. Ci the prodi faces a
problem of relative short shelf-life and limited marketability due to surface mould development,
which inhibits consumer acceptance.

Chitosan is a natural cationic polysaccharides that can be derived from crustacean or fungi.
Having antimicrobial properties against many bacteria, filamentous fungi and yeast [2] chitosan
applications as edlble film and coatmg are very attractive [3][4]. Applied as coating directly on the
food or to other chitosan rep a good ple of an active
packaging. The properties of chitosan coatings regarding antimicrobial activity have been
intensively studied as reported in published literature. Chitosan coatings applied on cheese
surfaces have been used as carriers of antimicrobials and as semipermeable barrier to gases and
moisture leading to weight loss reduction and respiratory rate modification [5][6].

The present study focused on semi-quantifying the chitosan effect on preventing cheese surface
mould growth as p ived by the Since the ion on the degree of
cheese contamination by the mould relies on visual senses, image analysis was used to assess
the mould growth and how this is affected by chitosan treatment.

MATERIALS & METHODS
1. Identification of mold
Cheese was collected from the market by L das
Portugal) to isolate and identify the mould prevailing in this cheese. The mould was isolated
using Rose Bengal Agar (Oxoid®, England). Identification was performed by DNA sequencing.
Effect of chitosan
To study the effect of chitosan, experiments were conducted by submitting yeast extract agar
plates to contact with paper coated with chitosan at different concentrations.
Mould growth was performed in Yeast Medium agar (YM agar) (Difco, France). Once
abundant growth and spore formation were obtained, generally after 10 to 12 days at 25 °C,
10 ml of a sterile Ringer solution (Oxoid, England) was added to the surface of the agar
plates. The spores were recovered by gentle swirling of the saline solution over the mould
colonies. YM agar plates were inoculated with spore mould concentrations between 1 and 10°
Iml [7] and
Inoculated Petri dishes were covered with coated paper containing each of the chitosan
concentrations (20 g/L, 17 g/L and 13 g/L). Mould growth was evaluated after incubation at
25°C and 10°C for up to 7 days.
. Chitosan coatings
Chitosan with a degree of deacetylation of approximately 90% (Aqua Premier Co., Thailand).
Chitosan solutions of 13, 17 and 20 g/L were prepared by dissolving 1 g of chitosan in 49 mL
distilled water plus 1 mL lactic acid (Merck, Germany) under agitation. 0.5 g of glycerol (Riedel
de Haen, Germany) as plasticizer were added and the solution homonogenised. The coating
was applied on top and side walls of the cheese.

o4

©w

4. Image Analyses

« The plates were analysed with |mage analy5|s software CellProfiler, a free open-source
software for i image-derived data
(www_cellprofiler.org). The software allows to quantify the spots area originated by the growth
of the mould as the ratio to total plate surface area. The ratio between the plate surface area
covered with mould to the surface area mould-free (Am/At) was calculated from the
experiments with the chitosan coatings with different concentrations. This ratio was correlated
with the chitosan concentration.
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Figure 1. Penicillium raistrickiimould observed.
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Figure 2. Plates with mould growth after incubation at 10°C. Series of different dilutions and
plates in contact with papers coated with different chitosan concentrations.

Figure 2 shows the mould development incubation at 10°C for the the control (non-chitosan) and 3 coatings with
different chitosan concentrations corresponding to dilutions 10%a 10'.

At 25 °C, the optimum growth temperature, the mould was observed after 2 days only in all chitosan
concentrations and dilutions, however the mould development was more intense in plates with paper coated
with lower chitosan concentration for all dilutions tested. The results suggested a direct relationship between the
chitosan concentration and the lower mould development. The observed mould growth at 10°C was lower than
at 25 °C (as expected). At this temperature, the major factor inhibiting the mould growth seemed to be the
temperature although the higher chitosan concentration limited more the mould development.
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Figure 4. atir the Figure 5 i the of
of Penicillium raistrickiiat 25°C Penicillium raistrickii at 10°C.

The plates with 10° e 10 dilutions were used with the image analysis software to allow for an objective
comparison between the effect of the coating with different concentration of chitosan. Figure 3 shows an example
of a plate were the surface area occupied with the mould (Am) was delimited with the software.

The mould area was normalised with the total plate area (At) and the surface areas ratio was plotted against the
chitosan concentration used in the paper coating (Figures 4 and 5).

It was concluded that although the number of colonies was similar in the different chitosan concentrations and in
the two temperatures, there was an evident relationship between the plate surface area occupied by the mould
and the chitosan concentration. This is what is perceived by the consumer. At 25 °C the effect of the chitosan is
more pronounced than at 10 °C.
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8.5- ANEXO V

Quitosano

O quitosano é constituido essencialmente, por quitina. A quitina € uma substancia abundante
nos crustaceos, insetos, diatomaceas Marinhas e algas, bem como algumas células flngicas, trata-se
de um material de suporte. (Kumar,2000;Raafat e Sahl,2009).

O quitosano produzido através das paredes celulares dos fungos, algas verdes, leveduras e
protozoarios pode diferir ligeiramente do que é extraido dos crustaceos. (Raafat e Sahl,2009).

A quitina é uma substancia branca, dura, ndo elastico. Quimicamente, trata-se de um
polissacarideo nitrogenado. A quitina como um polissacarido estrutural, é altamente hidrofébico,
insolivel em agua e na maioria dos solventes organicos (Kumar,2000).

Estruturalmente, a quitina € muito semelhante a celulose, sendo a principal diferenca a
presenca de uma acetamida (-NHCOCH3) no grupo c-2 positivo com a substituicdo de um grupo
hidroxilo (-OH) (Raafat e Sahl,2009).

Propriedades fisico-quimicas

O quitosano é um grupo (1-4) formando-se 2-amino-2 desoxi-f3-d-glucano, preparados a partir
da quitina, por hidrélise alcalina dos grupos N- acetil. A producédo de quitosano a partir de quitina
ocorre por desacetilacdo alcalina exaustiva, sendo esta quase sempre incompleta.

HOCH, HO HNCOCH; CH,O0H

o %:i'}

HO HNCOCH; CH,OH HNCOCH,
Chitin
“Deacetylation” Alkali
CH,COOH (hot, conc. NaOH)
(Vi) cnon
! 0
o 0} H
[} n
CH,OH HO NH,
Chitosan

Figura 8.11 - Estrutura quimica e producéo do quitosano (adaptado Raafat e Sahl,2009)

O quitosano foi descoberto por Rouget (1989), € de um elevado peso molecular (HMW),

heteropolissacarideo linear, constituido por dois monossacarideos ligados entre si por 3 - (1 — 4). A
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guantidade relativa dos dois monossacarideos em quitosano molecular pode variar de amostras que
sejam provenientes de diferentes graus de desacetilacdo (DD) (entre 75% - 95%), diferente peso
molecular (MW) (entre 50kDa - 200kDa) e viscosidade (Raafat e Sahl,2009).

A elevada percentagem de grupos de nitrato (6,98%) fornece capacidade quelante. Em
conjunto com atividade antitumoral, que realiza atividade antimicrobiana, biodegradabilidade e
biocompatibilidade assim o quitosano € um biomaterial muito procurado (Kumar,2000;Raafat e
Sahl,2009).

O quitosano esta disponivel em varios graus de pureza: peso molecular, grau de
desacetilacdo, formas de sal, viscosidades e valores de retencdo de agua. Essas propriedades
afetam as suas caracteristicas fisico-quimicas, que por sua vez governam quase todas as suas
aplicacfes.

O quitosano, no entanto, possui algumas limitacBes. Tem utilizacao limitada devido a sua
solubilidade em agua, é sollvel apenas em alguns acidos organicos, tais como o acido acético e

férmico, possui uma elevada viscosidade e tendéncia para coagular as proteinas a um pH elevado.
Propriedades biolégicas

O interesse comercial no quitosano e seus derivados resulta do facto destes se combinarem.
Caracteristicas biolégicas favoraveis, incluindo a biodegradabilidade, biocompatibilidade e né&o-
toxicidade. Estas propriedades sdo importantes, para materiais valiosos, com aplicagdes biomédicas,

farmacéuticas e industriais.

O quitosano, e os seus oligdmeros constituem novos biomateriais para inUmeras aplica¢des
gue vao de produtos farmacéuticos, cosméticos, médicos, alimentos e téxteis para aplicacdes

agricolas, resumidas na seguinte tabela:

Tabela 8.6 - Aplicagdes do Quitosano

Aplicacbes Beneficios / vantagens Referéncias

Produtos farmacéuticos e cosméticos

As formulagbes convencionais

Binder; desintegrante; revestimento; lubrificante; Nunthanid et

diluente al. (2004)

Tablet fabricacdo

Kofuji et
al.(2004)

Géis Liberagéo sustentada, maior absor¢éo

Os filmes e membranas Liberac&o controlada de drogas Yan et al.(2001 )

Hino et
Emulsdes Estabilizador al.(2000)
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Aplicacbes Beneficios / vantagens Referéncias
) Mucoadesivo, aumento da biodisponibilidade, a
As microesferas, Dias et
) ) entrega da droga sustentado; aumento da
microcépsulas al.(2008)

penetracéo

As formulagdes oftalmicas

Tolerancia ocular; mucoadhesive; molhamento e

penetracdo de reforco propriedades;
antibacteriano; prolongada residéncia de drogas

pré-corneal

Felt et al.(2000 )

Entrega de vacinas

A indugdo de respostas imunes das mucosas e

lllum et
Vacinacao da mucosa sistémicas, a penetracdo na mucosa intestinal e
_ _ al.(2001)

respiratéria

Médica e biomédica
o _ ) Efeito emoliente e protetora da mucosa do Anandan et

Antiacido e anti-ulcerogenic R

estdmago al. (2004)

A reducdo do nivel de glicose no sangue,

Hipoglicemiante, anti- N .
) ) aumentando a tolerancia a glicose e secrecdo de Lee etal.(2003)
hipertensivo o
insulina
o Scavenging de radicais e agentes quelantes de .
Antioxidante o Xie et al.(2001 )
metais bivalentes
) ) ) Hasegawa et
Antitumoral A inducao de apoptose em células tumorais
al. (2001)
Claridade Optica; cicatrizagdo de feridas;
As lentes de contato e antimicrobiana; estabilidade mecanica,
o ) ) _ Kumar (2000)
bandagem compatibilidade imunoldgica; corre¢do Optica;

permeabilidade ao gas; molhabilidade

A engenharia de tecidos

Scaffold para aplicacbes em

engenharia de tecidos

A promocdo do crescimento e diferenciacdo de

tecidos

Kawase et

al.(1997)

Enxertos de pele artificiais

N&o antigénico; molde biodegradavel para a

sintese de tecido neodermal

52

Kumar (2000)


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1751-7915.2008.00080.x/full#b20
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1751-7915.2008.00080.x/full#b20
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1751-7915.2008.00080.x/full#b25
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1751-7915.2008.00080.x/full#b44
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1751-7915.2008.00080.x/full#b44
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1751-7915.2008.00080.x/full#b2
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1751-7915.2008.00080.x/full#b2
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1751-7915.2008.00080.x/full#b56
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1751-7915.2008.00080.x/full#b116
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1751-7915.2008.00080.x/full#b34
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1751-7915.2008.00080.x/full#b34
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1751-7915.2008.00080.x/full#b55
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1751-7915.2008.00080.x/full#b50
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1751-7915.2008.00080.x/full#b50
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1751-7915.2008.00080.x/full#b55

Aplicacbes

Beneficios / vantagens

Referéncias

Agricultura

Do solo e da planta revitalizar

Prevencéo da infecao microbiana, a promocao do

crescimento de plantas

Mulawarman et

al. (2001)

Revestimento conservante e

biofungicida

Pulverizado em sementes para prolongar a sua

vida de armazenamento

Hirano (1996)

IndUstrias alimentares

Processamento de alimentos

Melhora a seguranca, qualidade e vida de
prateleira de alimentos; esclarecimento de

liquidos; preservativo; espessante

Rhoades e

Roller (2000)

Revestimentos para legumes, Melhorar a vida de prateleira, impedindo a perda Cagri et
frutas e peixes de umidade, retardando o crescimento de fungos al.(2004)
Filmes antimicrobianos
. - Durango et
comestiveis para embalagens
al. (2006)

de alimentos

Industrias téxteis

Acabamento de téxteis

de

propriedades de absor¢éo de corante

Antimicrobianos, controle umidade e

El Tahlawy et
al. (2005)

Novas fibras para tecidos

Kumar (2000)

Tratamento de dquas residuais

Plantas de processamento de Coagulacdo e agente floculante; resultante lamas Chi e Cheng
alimentos e bebidas secas utilizadas em racdes para animais (2006 )
. Adsorcdo de corantes (de afinidade elevada para Crini__e Badot
Efluentes téxteis )
muitas classes de corantes) (2008)

Diverso

Papel fotografico

a

A resisténcia a abrasdo; caracteristicas Opticas

favoraveis, a capacidade de formacao de pelicula

Kumar (2000)

Acabamento de papel

Confere resisténcia a umidade para papel

Kumar (2000)
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8.5 - ANEXO VI

Relatério da Biopremier
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