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RESUMO - Filmes comestiveis atuam como uma barreira a fatores como
microrganismos, umidade, 6leos, gases e vapores prolongando a vida util e
qualidade dos alimentos. No presente trabalho filmes comestiveis de amido
contendo nanoparticulas de prata (AgNPs) foram aplicados a salsichas e a acao
antimicrobiana das mesmas foi avaliada. As amostras de salsichas contendo
AgNPs tiveram sua carga microbiana significativamente reduzida (p 0,05) quando
comparadas as amostras do controle (sem o filme comestivel). As amostras foram
avaliadas durante um intervalo de tempo de 0, 15 e 30 dias.

1. INTRODUCAO

A aplicacao dos filmes comestiveis a carnes, aves, peixes frescos, frutas e verduras tem
tido crescente interesse, pois proporciona o aumento do tempo de prateleira e qualidade dos
produtos (Du et al., 2011). De acordo com Vasconez et al. (2009) ha possibilidade de
incorporar nos filmes comestiveis diferentes aditivos, tais como antimicrobianos,
antioxidantes, nutracéuticos e agentes aromatizantes. Em particular, a utilizacdo de filmes
comestiveis contendo ativos antimicrobianos tem mostrado ser uma ferramenta util para
protecao dos alimentos contra deterioracdo e para diminui¢do do risco de crescimento de
patogenos. Diversos estudos tém demonstrado que filmes com propriedades antimicrobianas
podem reduzir os niveis bacterianos em produtos carneos (Cagri et al., 2002). A prata
metalica na forma de nanoparticulas vem sendo aplicada a filmes comestiveis visando a
inibicao do crescimento de microrganismos em alimentos como cogumelos tipo shitake (Jiang
et al., 2013), cenouras minimamente processadas (Costa et al., 2012) e aspargos (An et al.,
2008). Dessa forma torna-se interessante a aplicacdo das nanoparticulas de prata aos produtos
carneos como as salsichas, que podem apresentar alteragcdes causados por microrganismos em
condi¢gdes de aerobiose podemos citar como a limosidade superficial (de Alcantara et al.,
2012).

O objetivo do presente trabalho ¢ sintetizar nanoparticulas de prata (AgNPs) através de
técnica de baixo impacto ambiental (sintese verde) e aplica-las na forma de filmes comestiveis
em salsichas para avaliacdo da sua efetividade contra o crescimento de microorganismos.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1.Materiais

Amido soluvel (Merk), D-glicose (Isofar) e nitrato de prata (Proquimios) foram
utilizados na sintese das nanoparticulas de prata. Agar MRS (Biomak) e solugdo salina foram
utilizados nas andlises microbioldgicas. As salsichas foram adquiridas em um mercado local,
na cidade de Campo Mourao-PR, em pacote de 2 kg.

2.2.Sintese das AgNPs

As nanoparticulas foram preparadas pela técnica do polissacarideo modificada
(Ghaseminezhad et al., 2012). Na Figura 1 est4 representado um esquema representativo da
sintese. Solugdes aquosas de nitrato de prata (2 mL, 25 mM), de amido (gelatinizado a 90 °C,
50 mL, 1%g/g) e de D-glicose (4 mL, 25 mM) foram preparadas. Em seguida as solucdes
foram homogeneizadas com agitagdo magnética por 5 min. Finalmente a solucao resultante
foi autoclavada a 121°C e 15 psi (Prismatec) por 15 min. Ao final do procedimento a solu¢ao
apresentou coloracdo amarelo marrom, indicando a formagdo das AgNPs. A soluciao foi
armazenada a temperatura ambiente.

Figura 1 — Esquema representativo da sintese das AgNPs
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2.3.Aplicaciao do filme comestivel contendo as AgNPs

Todos os materiais e utensilios utilizados no procedimento foram previamente
esterilizados em autoclave (Prismatec). A solu¢do de amido contendo as AgNPs (resultante da
sintese) foi aplicada no recobrimento das salsichas. A concentracdo de AgNPs para aplicacao
foi mantida em 37,5 pg/mL de acordo com o resultado obtido na andlise de CIM para o
microrganismo de maior resisténcia (Staphylococus aureus) anteriormente por Manso et al.
(2014). Para isso a solucdo de sintese foi diluida em dgua destilada estéril. As salsichas foram
mergulhadas, durante 1 minuto, na solucdo. Para cada intervalo de tempo de avaliagdo (0, 15 e
30 dias), 3 salsichas foram recobertas com a solu¢do de AgNPs e embaladas a vacuo
(Sulpack) em duplicata. O mesmo método foi realizado para as salsichas sem o recobrimento
com filme comestivel (controle). Todas as amostras embaladas a vacuo (controle e tratamento
com AgNPs), foram armazenadas na geladeira a 10 °C.
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2.4. Contagem total de bactérias lacticas

Foi determinada a quantidade de bactérias presente na superficie das salsichas, para
tanto por¢des de 25 g de salsicha foram pesadas assepticamente e homogeneizadas com 225
mL de solucdo salina, durante 60 segundos, em um stomacher (ITR, MR1204). A partir desta
dilui¢do (10"), foram realizadas dilui¢des decimais seriadas (102 e 107). Posteriormente
amostras de 1 mL de cada dilui¢do foram plaqueadas, em triplicata, por meio da técnica de
semeadura em profundidade em agar MRS (seletivo para bactérias 4acido lacticas). O
procedimento foi realizado sob um fluxo laminar (Veco). As placas foram incubadas a 37 °C,
por 48 horas em estufa para cultura bacteriologica (Quimis). Apods incubagdo, as colOnias
caracteristicas da espécie foram contadas (Phoenix). Os resultados foram submetidos ao
Teste-t a um nivel de significancia de 5% utilizando o software Statistica 7.0

3. RESULTADOS

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados das médias finais obtidas nas contagens
das colonias das bactérias 4cido lacticas (BAL) que cresceram nas placas contendo meio de
cultura tanto para o grupo de controle quanto para o grupo tratado com as AgNPs. O teste-t,
foi aplicado separadamente para cada dia, para verificar se houve diferenca estatistica entre as
médias do crescimento bacteriano das salsichas recobertas com AgNPs e das salsichas
controle, sendo os resultados apresentados na Tabela 2 a um nivel de significancia de 5%.

Tabela 1 — Contagem das colonias de bactérias nas placas de dgar para cada intervalo de
tempo: controle e filme comestivel contendo AgNPs

Tempo (dias) Controle Filme comestivel AgNPs
Diluigao UFC/25¢g Diluigdo UFC/25¢g
0 10! 3,33x10! 10! 1,5x10!
15 10! 3,85x10! 10! <10
30 1073 19,53x10* 10! 1,275x103

Tabela 2 — Anélise estatistica (teste-t) aplicado a contagem de colonias das amostras de
salsicha: controle e filme comestivel contendo AgNPs (a = 5%)

Tempo Média AgNPs Meédia controle t-valor Graus de P
(dias) (UFC/25g) (UFC/25g) liberdade
0 5,00 33,30 -3,20 4 0,032505
15 0,00 385,00 -5,11 4 0,006895
30 1.275,00 195.333,3 -14,95 4 0,000117

E possivel observar que em todos os dias analisados o crescimento de bactérias foi
significativamente maior nas salsichas que ndo foram recobertas com a solugdo contento
AgNPs (controle). O teste-t mostrou que, para todos os intervalos de tempo em que foram
realizadas as analises, as duas médias diferem significativamente entre si ao nivel de 95 % de
confianga, pois o valor de p foi menor que 5% para todos os testes.
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Na contagem de colonias para as amostras preparadas no primeiro dia (0 dias) houve
crescimento de bactérias nas placas tanto para as salsichas contendo AgNPs quanto para o
controle. As nanoparticulas de prata causaram redugdo significativa de bactérias mesmo em
pouco tempo de contato, o que indica uma rapida atividade antimicrobiana das nanoparticulas
de prata. Além disso as amostras que permaneceram armazenadas na geladeira, ap6s 15 dias
ndo apresentaram crescimento bacteriano significativo (<10 UFC/25g) em nenhuma placa das
amostras de salsichas que foram recobertas com filme contendo AgNPs.

As salsichas analisadas ap6s 30 dias (ainda dentro do prazo de validade do produto)
apresentaram alto crescimento microbiano. Apesar de haver ocorrido crescimento nas
salsichas tratadas com AgNPs esse crescimento ainda apresentou diferenca significativa com
relacdo ao controle. No caso do controle, além das placas apresentarem maior nimero de
colonias de bactérias, as contagens foram realizadas nas placas com dilui¢do 1073, pois nas
dilui¢cdes menores pelo alto indice de crescimento, ndo foi possivel fazer a leitura.

Como nao houve crescimento significativo de bactérias nas salsichas recobertas com
AgNPs apo6s 15 dias de armazenamento ¢ possivel afirmar que as AgNPs mantiveram a
seguranca das mesmas por um periodo 15 dias maior que as salsichas sem tratamento. An et
al. (2008) reportaram que AgNPs em um revestimento de PVP aplicado a aspargos impediram
significativamente o crescimento de microrganismos, aumentando sua vida de prateleira em
10 dias quando armazenados sob refrigeragao (2°C a 10°C).

4. CONCLUSAO

A eficiéncia antimicrobiana das nanoparticulas de prata foi confirmada pelas anélises
microbiologicas. As salsichas armazenadas na geladeira contendo o filme com nanoparticulas
de prata tiveram crescimento de bactérias significativamente inferior as salsichas do controle,
sendo que as amostras de salsichas revestidas com as AgNPs, avaliadas apos 15 dias de
armazenamento, ndo apresentaram crescimento microbiano significativo
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