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RESUMO

MARCHIORE, Nicolli Grecco. Avaliacdo da difus&o de prata em salsichas recobertas com
filmes comestiveis contendo nanoparticulas antimicrobianas. 2015. 43 f. Trabalho de
Conclusdo de Curso (Engenharia de Alimentos) — Universidade Tecnoldgica Federal do

Parana. Campo Mourao, 2015.

As bactérias acido laticas causadoras de limosidade em salsichas podem ter
seu crescimento inibido por meio de recobrimentos comestiveis que contenham
em sua formulacdo compostos antimicrobianos. As nanoparticulas de prata
(AgNPs) sao agentes antimicrobianos conhecidos e que podem ser
sintetizadas por métodos verdes, possibilitando sua aplicacdo em alimentos.
Porém sua utilizacdo s6 é adequada em baixas concentracfes em funcéo de
possiveis efeitos cumulativos no organismo. Dessa forma o objetivo deste
trabalho foi a sintese verde de nanoparticulas de prata e sua aplicagdo junto ao
filme comestivel de amido em salsichas para controle do crescimento de
bactérias acido laticas. As salsichas foram avaliadas durante intervalos de
tempo de 0, 15 e 30 dias quanto a concentracdo de AgNPs por Espectroscopia
de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS) e quanto a sua
textura pela andlise de perfil de textura (TPA). As salsichas foram submetidas
inicialmente a lavagem, cozimento e por fim trituradas, sendo retiradas
amostras de cada passo de preparo para avaliacdo por ICP-MS. As amostras
retiradas da dgua de cozimento indicaram que a maior concentragdo de AgNPs
permanece nesta etapa. A concentracdo de AgNPs nas salsichas trituradas
permaneceu em 0,5 ug/L para 15 e 30 dias de armazenamento. A analise do
perfil de textura das salsichas demonstrou que apdés trinta dias de
armazenamento houve diferenca significativa entre o0s parametros de
adesividade, dureza e gomosidade para os dois tratamentos, controle e
recobrimento com filme comestivel contendo AgNPs. Estas diferencas foram
associadas ao crescimento de bactérias acido laticas nas salsichas controle,
que causaram oxidacdo proteica e consequente oxidacdo lipidica nas
salsichas, 0 que néo ocorreu com as salsichas recobertas com AgNPs que

controlaram o crescimento bacteriano.

Palavras-chave: Nanoparticulas de prata, revestimento comestivel e atividade

antimicrobiana.



ABSTRACT

MARCHIORE, Nicolli Grecco. Silver diffusion of evaluation covered sausages with edible films
containing antimicrobial nanoparticles. 2015. 43 f. Work Completion of course (Food

Engineering) - Federal Technological University of Parana. Campo Mouréo, 2015.

Lactic acid bacteria slime producing in sausages can have their growth inhibited
by means of edible coatings that contain in their formulation antimicrobial
compounds. Silver nanoparticles (AgNPs) are known antimicrobial agents that
may be synthesized by green methods, allowing its application in foods.
However, its use is only suitable in low concentrations due to possible
cumulative effects on the human body. Thus the objective of this work was the
green synthesis of silver nanopatrticles and their application on edible starch film
in sausages to control the growth of lactic acid bacteria. The sausages were
evaluated during time intervals of 0, 15 and 30 days regarding on concentration
of AgNPs by Mass Spectroscopy Inductively Coupled Plasma (ICP-MS) and to
its texture by the “texture profile analysis” (TPA). The sausages were initially
subjected to washing, cooking and finally crushed. Samples were taken at every
step of preparation for ICP-MS evaluation. Samples removed from cooking
water indicated that the highest concentration of AQNPs remains at this stage.
The concentration of AgQNPs at the crushed sausages remained at 0.5 ug / L for
15 and 30 days storage. Analysis of sausages texture profile showed that after
thirty days of storage there was significant difference between the adhesion
parameters, hardness and gumminess for both treatments, control and covered
by AgNPs. These differences were related to the growth of lactic acid bacteria
at control sausages drove to protein oxidation and consequent in lipid oxidation.
On the other hand the sausage covered with AgNPs controlled bacterial growth

and did not presented texture variation.

Key-words: Silver nanopatrticles, edible coating, antimicrobial activity.
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1. INTRODUCAO

A gqualidade dos produtos alimenticios depende diretamente de fatores
de natureza quimica, fisica e biolégica que atuam sobre o alimento durante o
periodo de tempo entre sua producdo e seu consumo. Para que o alimento
permaneca em condicdes adequadas muitas formas de conservacao sao
utilizadas, seja isoladamente ou combinadas, como tratamento térmico,
radiacdo, incorporacao de aditivos e embalagens (MIDIO e MARTINS, 2000).

A prata foi usada durante séculos como um antisséptico (BREGGIN et
al., 2009) porém na forma de nanoparticulas tem uma superficie de contato
muito maior e suas propriedades sdo enormemente aumentadas (YOON et al.,
2007). Outras vantagens a serem citadas podem ser a estabilidade térmica e
as radiacoes de UV / Visivel (CONWAY, EYLES e ALPAR, 1997). As
propriedades antimicrobianas de nanoparticulas de prata (AgNPs) tém sido
cada vez mais exploradas em produtos de consumo, tais como desodorantes,
roupas, bandagens, bem como em produtos de limpeza.

Revestimentos comestiveis tém sido utilizados para proteger produtos
alimentares pereciveis de deterioracdo retardando a desidratacdo, melhorando
a textura, a qualidade, ajudando a reter os compostos volateis de aroma e a
reducdo do crescimento microbiano (DEBEAUFORT, QUEZADA-GALLO e
VOILLEY, 1998). Embalagens comestiveis especialmente formuladas podem
fornecer protecédo adicional contra a contaminacdo de microrganismos (CHO,
2005).

Filmes comestiveis contendo nanoparticulas com  atividade
antimicrobiana podem ajudar a controlar o crescimento de microrganismos
patogénicos e deterioradores na superficie dos alimentos (AZEREDO, 2009),
como o caso de produtos carneos que sdo suscetiveis a bactérias lacticas
(KIM, CHO e HAN, 2013).

A efetividade do uso de nanoparticulas de prata como agente
antimicrobiando adicionado a filmes comestiveis vem sendo investigado por
diferentes grupos de pesquisa (An et al.,, 2008; Jiang, Feng e Wang, 2013;
Costa et al., 2012). Contudo a migracdo das nanoparticulas do revestimento
para o interior dos alimentos pode acarretar consequéncias toxicolégicas ao
consumidor bem como comprometer as propriedades de textura do mesmo. A

sintese verde de nanoparticulas visa a utilizacdo de organismos bioldgicos, ou
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partes deles (como 6rgdos, tecidos, células ou biomoléculas), como
substituintes de reagentes quimicos téxicos nas reagfes de sintese de
nanocompostos, apresentando-se como uma alternativa sustentavel.

Dessa forma, observando as informacGes apresentadas na literatura é
possivel concluir que existe viabilidade para producdo de nanoparticulas de
prata utilizando técnicas de sintese verde e que a incorporacdo das mesmas a
filmes comestiveis € conveniente para conservacdo dos alimentos. Entdo, é
proposto neste projeto, caracterizar as nanoparticulas de prata, levando em
consideracdo a importancia da sintese verde das AgNPs, avaliar e analisar a
propriedade de textura de salsicha apos aplicacdo superficial das AgNPs, bem

COmMO sua concentragao no interior deste alimento.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Embalagens antimicrobianas

De um modo geral, as embalagens fornecem protecdo e aumentam a
qualidade ao produto, prolongando sua vida de prateleira, em especial para
agueles alimentos susceptiveis a oxidacdo e/ou a deterioragdo microbiana
(COMA, 2008).

Segundo Coma (2008), uma alternativa para o desenvolvimento de
embalagens ativas sdo os filmes produzidos a partir de fontes renovaveis, pois,
possuem capacidade de carregar compostos ativos e, adicionalmente,
minimizam o impacto ambiental causado pela utilizagdo dos polimeros
sintéticos. A adicdo de compostos ativos no material da embalagem pode
tornar-se mais eficiente que outros métodos de conservagdo dos alimentos,
pois pode fornecer maior seguranca ao consumidor, jA que o composto ativo
presente na embalagem esta em contato com a superficie do alimento,
possibilitando o aumento da protecdo na superficie do produto, onde o
crescimento microbiolégico e a oxidacdo lipidica se iniciam. Além disso, a
migracdo do composto ativo, presente na embalagem, para o produto acontece
lentamente e, possibilita a reducéo da quantidade de conservantes no alimento,
em relacdo aos métodos de incorporacao direta do mesmo.

Dentre as inovacfes, as embalagens ativas tém ganhado destaque no
mercado mundial. Segundo Pereira et al., (2012), esse sistema proporciona
grandes beneficios para a industria de alimentos, pois, por meio dele, pode-se
obter um maior controle nas condi¢cdes de armazenamento, podendo contribuir
para a melhoria da qualidade e aumento da vida de prateleira do produto, em
relacdo as embalagens tradicionais. As embalagens tradicionais devem ser
totalmente inertes, isso significa que ndo deve haver interacdo entre a
embalagem e o alimento (AZEREDO, 2000; SUPPAKUL et al., 2003). Ao
contrario deste sistema, as embalagens ativas podem facilitar a interacdo do
produto embalado com o meio em que o alimento se encontra ou com
compostos ativos incorporados no sistema da embalagem.

Embalagens antimicrobianas podem eliminar ou inibir o crescimento de
microrganismos patogénicos e sua deterioracdo. O principio basico deste tipo

de embalagem é acondicionar ao produto uma barreira microbiologica além das
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barreiras fisicas ao oxigénio e a umidade. Tem sido sugerido que os agentes
antimicrobianos podem ser incorporados em sistemas de embalagem de
alimentos para criar um ambiente que vai manter a sua atividade durante o
armazenamento de alimentos (HAN, 2003).

De acordo com Santiago e Silva et al. (2009), um dos tipos de sistema
antimicrobiano em alimentos inclui a aplicacdo de revestimentos comestiveis
com o0 componente antimicrobiano, e a incorporacdo de agentes
antimicrobianos diretamente ao material da embalagem. Vale ressaltar que a
migracdo do composto ativo, presente na embalagem, para o produto acontece
lentamente (COMA, 2008) o que possibilita a reducdo da quantidade de
conservantes no alimento, em relacdo aos métodos de incorporacao direta do
mesmo. Além disso, quando o agente € incorporado diretamente ao alimento,
em determinados produtos, como por exemplo, em produtos carneos, a
substancia ativa pode inativar 0s compostos nutricionais presentes no produto
(COMA, 2008).

Portando, os filmes ativos podem apresentar propriedades funcionais,
como capacidade antioxidante e antimicrobiana. Diversas pesquisas Vvém
sendo realizadas, visando-se avaliar a estabilidade de produtos alimenticios
embalados com esses filmes a base de fontes renovaveis aditivados com
substancias ativas. Segundo Lee (2011), a liberacdo de antioxidante para a
superficie do alimento pode inibir a oxidacdo quimica e/ou reacdes enzimaticas
durante o armazenamento do produto e a liberacdo de composto usado pode

reduzir o crescimento microbiano.

2.2. Nanotecnologia, nanoparticulas de prata e a sintese verde

Nanomateriais sdo estruturas que tém dimensdes na escala do
nandmetro (nm), ou seja, um bilionésimo (10°) de um metro, com tamanho
estabelecido entre 1 e 100 nanbmetros. Estes materiais podem apresentar
diferentes propriedades fisicas, quimicas e/ou biologicas, abrindo muitas novas
possibilidades para a nanotecnologia (SUDARENKOV, 2012).

A nanotecnologia é responsavel pela producdo e estudo de
nanoparticulas metdlicas. Essas estruturas apresentam varias aplicagbes onde

se destacam atividade antimicrobiana, a qual & uma ferramenta importante na
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acao contra microrganismos resistentes a drogas e antibiéticos convencionais
(SHENASHEN et al., 2014). As nanoparticulas metalicas e seus Oxidos tém
inUmeras aplicacdes, especialmente medicinais, pela acdo dos ions e metais
reduzidos contra bactérias e fungos patogénicos, gracas a sua interacado com
células vivas (GARCIA, 2011).

A utilizacdo da prata na forma de nanoparticulas potencializa a acéo
bactericida, pois implica que ela tem uma area superficial grande para ficar em
contato com a célula bacteriana (SANTOS, 2010). Estudos realizados
utilizando nanoparticulas de prata como agentes bactericidas mostram que as
nanoparticulas de prata menores que 10 nm interagem com a bactéria e
produzem efeitos eletrbnicos, que aumentam a reatividade das nanoparticulas
concluindo-se que o efeito bactericida das nanoparticulas de prata €
dependente do tamanho das mesmas (PANACEK et al., 2006).

As AgNPs sdo um novo tipo de material com varias aplicacdes, tais
como sensores, catalisadores, agentes anticancerigenos e agentes
antimicrobianos. Conforme Kashyap et al. (2013), AgNPs exibiram atividade
contra bactérias, fungos e virus. No entanto, a sintese convencional de AgNPs,
que se utiliza de agentes redutores como boro hidreto de sédio, produz
residuos toxicos, o que pode afetar a saude humana e para o ambiente
(SHENASHEN et al., 2014).

A sintese verde de nanoparticulas visa a utilizacdo de organismos
biolégicos, ou partes deles (como 6érgaos, tecidos, células ou biomoléculas),
como substituintes de reagentes quimicos toxicos nas reacdes de sintese de
nanocompostos, apresentando-se como uma alternativa sustentavel. De
acordo com Albernaz (2014), pode-se definir nanobiotecnologia verde quando a
mesma é baseada em principios limpos de sinteses de nanoparticulas, como,
por exemplo, a partir de processos biotecnolégicos.

Conforme Rai (2009), a sintese verde, sintese biolégica e sintese
biogénica sdo termos comumente usados para a sintese ecologicamente
correta de nanoparticulas. Normalmente, as nanoparticulas sdo sintetizadas
através de meétodos quimicos, fisicos e biologicos. As sinteses fisicas e
guimicas possuem consumo intensivo de energia e as vezes podem envolver
substancias quimicas toxicas, enquanto as técnicas bioldgicas sédo rentaveis,

limpas, atdxicas e ecologicamente corretas.
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Dentre os agentes redutores utilizados para formar as nanoparticulas de
prata existem opcdes que seguem a tendéncia da quimica verde. As técnicas
do polissacarideo, do acido ascérbico e modificacdes destas sdo sinteses
verdes ja estudadas para preparacdo das AgNPs (GHASEMINEZHAD,
HAMEDI e SHOJAOSADAT, 2012; KHAN et al., 2013). Alguns agucares, como
a D-glicose, tém propriedades redutoras e sao utilizados na producédo de
nanoparticulas. O processo nao prejudica 0 meio ambiente porque ndo produz
residuos toxicos e nado requer o uso de nenhum catalisador. Em estudos
anteriores utilizou-se glicose como agente de reducdo (OLUWAFEMI et al.,
2013).

De acordo com Morones et al., (2005), a atividade antibacteriana
dependente do tamanho das particulas. Pequenas particulas exibem maior
atividade antimicrobiana do que as particulas maiores. Este resultado
possivelmente se deve a maior penetracdo das particulas no interior dos
microrganismos quando estas tém menores tamanhos. Alguns estudos
sugerem que os ions prata liberados reagem com grupos SH de proteinas e
desempenham um papel essencial na inativagdo bacteriana (DURAN, et al.,
2010).

As AgNPs agem de trés maneiras contra bactérias gram-negativas:
primeiramente nanoparticulas de 1 a 10 nm atacam a superficie da membrana
da célula e prejudicam funcBes como permeabilidade e respiracdo. Em seguida
ocorre a penetracdo na bactéria e consequentes danos, possivelmente pela
interagdo com componentes a base de enxofre e fésforo como o DNA e
finalmente as nanoparticulas liberam ions de prata, que conferem o efeito
bactericida (MORONES et al., 2005).

2.3. Toxicidade da prata e a seguranca da ingestdo de AgNPs

De acordo com Duran et al., 2010, a nanotecnologia representa uma
abordagem moderna e inovadora para desenvolver e testar novas formulagdes
a base de nanoparticulas metalicas com propriedades antimicrobianas.
Nanoparticulas de prata representam um nanoproduto proeminente com
potencial de aplicacdo na medicina, area alimenticia e outras areas.

A prata € o metal que apresenta a menor toxicidade para as células

animais, pois a concentracdo efetiva contra microrganismos € de 0,1 ug/L,
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enquanto para seres humanos a concentragédo toxica € 10 mg/L (LEVIN et al.,
2009; LEITE, 2003). Alguns pesquisadores investigaram a seguranca das
solugdes contendo pequenas concentracdes de ions de prata (USEPA (United
States Environmental Protection Agency), 2001; ZHANG, DUAN, E SHAN,
2005). O o6rgao americano US Environmental Protection Agency (USEPA)
propds que o nivel maximo de ions de prata em agua potavel deve ser inferir a
0,10 mg/L (USEPA, 2001).

A absorcédo da prata através das membranas bucal e gastrointestinal
determinada pelo grau de ionizacdo do composto. A prata torna-se disponivel
na forma Ag*, assim, interage com os receptores de proteinas presentes nas
membranas celulares. Biologicamente ativa, a Ag* se liga prontamente aos
constituintes organicos de alguns alimentos, como fibras, e também com
cations inorganicos, reduzindo sua absorcdo (LANSDOWN, 2010). A extensao
da absorcdo parece estar relacionada com o tempo de transito ao longo do
trato gastrintestinal, sendo essa explicacdo dos autores para as diferencas
interespécies na retencdo de prata, ja que o transito rapido denota uma menor
dose absorvida (ATSDR, 1999).

A meia-vida bioldgica, ou seja, 0 tempo necessario para a reducdo em
50% da prata do organismo é de até 50 dias. O figado desempenha um papel
decisivo na eliminacdo da prata, ja que a maior parte do que € absorvido &
eliminado através da bile, pelas fezes (OMS, 2003). Numa revisao de estudos
com animais conduzida pela USEPA (United States Environmental Protection
Agency), concluiu-se que exposi¢des continuas com doses de até 0,2 mg/L em
agua potavel, durante o periodo de 11 meses, nao causaram efeitos deletérios.
Em doses de 0,5 mg/L foram relatados efeitos imunolégicos e diminuicdo de
reflexo.

A prata nao é classificavel quanto a carcinogenicidade para humanos
(IRIS/JUSEPA, 2011). De acordo com Hussein et al.,, (2006) o contato das
nanoparticulas com o corpo humano leva a uma série de processos tais como
a ligacdo e reacdo com proteinas, fagocitose, deposicao, depuracdo etc. Foi
recentemente demonstrado que varias linhagens de células expostas a AgNPs
apresentavam diminuicdo da funcdo das mitocondrias. No entanto, o0s
mecanismos subjacentes a este efeito ainda n&o estdo esclarecidos, mas
provavelmente envolvem a interacdo entre os ions de prata e grupos SH das
proteinas (YACOBI et al., 2007).
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Tendo em vista a revisdo da literatura, a utilizacdo de nanoparticulas de

prata em revestimentos comestiveis ja foi aplicada a vegetais, porém faltam
estudos relacionados a sua aplicacdo a produtos carneos, como a salsicha.
Além disso, embora existam excelentes propriedades antimicrobianas
associadas as AgNPs, estas particulas apresentam efeitos toxicos quando
acima de concentragfes iguais a 10 mg/L. Desta forma torna-se imperativa a
avaliacdo da concentracdo de prata nos alimentos a@dos com tais

nanoparticulas.

2.4. Filmes antimicrobianos comestiveis de amido para aplicacdo em

produtos carneos

Uma fina camada de material comestivel pode ser utilizada como
revestimento depositado diretamente a superficie de um alimento formando um
filme sem alterar os ingredientes originais ou 0 método de processamento do
mesmo (KAMEI, 2014).

Filmes e revestimentos comestiveis antimicrobianos sdo apresentados
como uma tecnologia emergente capaz de aumentar a seguranca e o prazo de
validade dos produtos alimentares quando em contato direto com os alimentos.
O seu mecanismo de acdo se baseia na liberagdo controlada de agentes ativos
sobre a superficie do produto, onde eles sdo colocados, portanto, mantendo
concentracdes eficazes onde e quando eles forem necesséarios (FERNANDEZ-
PAN et al., 2014).

A qualidade da carne é altamente dependente da manipulagdo do animal
no pré-abate e da carne no pos abate. Existem trés mecanismos envolvidos
durante o processamento e armazenamento na deterioracdo da carne e de
produtos carneos: deterioracdo microbiana, a oxidacao lipidica e oxidacdo
enzimatica. A populacdo microbiana pode ser proveniente da microflora nativa
do trato intestinal e da pele dos animais ou através de contaminacfes
provenientes do ser humano, no manuseio, armazenamento; além dos
ambientais associados a cadeia de producdo. O crescimento microbiano na
carne pode resultar na formacdo de limo, degradacdo de componentes
estruturais, diminuicdo da capacidade de retencdo de agua, odores, e textura,
bem como alteragbes da aparéncia. Agentes antimicrobianos ou compostos

antioxidantes incorporados no filme comestivel podem impedir o crescimento e
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deterioracd0 por microrganismos patogénicos, e reduzir a rancificacdo da
gordura de carne, prevencéo da descoloracao, e ainda a melhoria da qualidade
nutricional (SANCHEZ-ORTEGA et al., 2014).

Entre os materiais de revestimento comestivel, o amido é o mais
promissor devido as suas propriedades semelhantes com as dos polimeros
sintéticos (UTAMI et al.,, 2014), sendo transparente, inodoro, insipido,
semipermeavel a CO: e resistentes a difusdo de O2 (VASCONEZ et al., 2009),
de baixo custo, biodegradavel e renovavel (VEIGA-SANTOS et al., 2007). O
amido vem sendo utilizado como matriz polimérica para revestimentos
comestiveis antimicrobianos aplicados a diferentes produtos carneos, incluindo
peru (JIANG et al., 2011) e filés de peixe Pangasius sp. (UTAMI et al., 2014).

A adicdo de nanoparticulas de prata em filmes comestiveis ja foi
proposta por An et al., (2008) para revestimento antimicrobiano de aspargos,

por Jiang e por Feng e Wang (2013) em cogumelos shitake.

2.5. Efeito do revestimento sobre as propriedades de textura dos

alimentos

A textura é um dos componentes mais importantes para qualidade
organoléptica em produtos carneos. A textura, como o sabor, é um atributo de
varios parametros (GONZALES-FERNANDES et al., 2006). O crescimento
microbiano pode gerar alteracdes na textura da carne (SANCHEZ-ORTEGA et
al., 2014).

As propriedades de textura estdo intimamente relacionadas a
deformacédo, desintegracdo e ao fluxo do alimento, sob a aplicacdo de uma
forca. Sao objetivamente medidas pelas fun¢bes: tempo, forca, massa e
distancia (GIESE, 1995). A viscosidade pode ser definida como a friccao
interna de um fluido ou sua tendéncia a resistir ao fluxo, ou seja, € uma medida
da intensidade da interacdo energética entre as moléculas do fluido. A
distincdo entre textura e viscosidade parece bastante simples; viscosidade
relaciona-se a alimentos fluidos, ou seja, que apresentam propriedade de
escoamento, ja a textura relaciona-se a alimentos solidos (CAMPOS, 1989;
GIESE, 1995).

Dureza, adesividade, elasticidade, gomosidade, coesividade e
espalhabilidade sédo caracteristicas de textura que dependem da estrutura e do
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rearranjo das moléculas de proteina. Estes parametros podem ser analisados
pelo método de TPA (Texture Profile Analysis) apresentado na figura 1,
aplicavel tanto para medidas sensoriais como instrumentais. O método
instrumental consiste em comprimir o alimento pelo menos duas vezes e
quantificar os parametros mecanicos a partir das curvas de forca-deformacéo
(GIESE, 1995).

A dureza é definida pelo pico de forca durante o primeiro ciclo de
compressdo, expressa em quilograma. A elasticidade é definida como a
capacidade da amostra para recuperar seu formato original depois de sofrer
uma forca de deformacgéo, expressa em [cm] (entre o final da primeira mordida
e inicio da segunda). A coeséo € calculada como a razdo entre a area da curva
sob a segunda compressdo e a area da curva da primeira compressao,
expressando o grau em que a amostra poderia ser deformada antes da ruptura.
Mastigabilidade € o produto de dureza, elasticidade e coesividade e expressa
em [kg.mm] (GONZALES-FERNANDES et al., 2006).
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Figura 1. Diagrama de TPA de dois ciclos de penetracdo um pedaco de carne de costela de
longissimus thoracis, onde: dureza é a forgca maxima; coesividade = area 2/area 1,
espalhabilidade = altura 2/altura 1; resiliéncia = (area 1 - area 2) / 2; mastigabilidade =

Dureza x coesividade x espalhabilidade; adeséo = &rea 3.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo geral

O objetivo geral do presente trabalho foi revestir salsichas com filme
comestivel contendo nanoparticulas de prata e avaliar sua seguranca de

consumo quanto a concentracdo de prata metalica.

3.2. Objetivos especificos

e Sintetizar as AgNPs pela técnica de sintese verde do polissacarideo;

e Caracterizar as AgNPs quanto ao diametro médio utilizando
Espectrofotometria UV-Vis e Espalhamento Dinamico de Luz (diametro);

e Aplicar as AgNPs em salsichas e embala-las a vacuo, bem como o
grupo controle (sem tratamento);

e Caracterizar a concentracdo total de AgNPs na solucao de sintese, na
agua de lavagem, na agua de cozimento e no interior das salsichas, por
Espectroscopia de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-
MS) durante diferentes periodos de armazenamento;

e Avaliar a textura das salsichas recobertas com filme comestivel
contendo AgNPs e o grupo controle em funcdo do tempo de

armazenamento;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

Amido soluvel (Merk), D-glicose (Isofar) e nitrato de prata (Proquimios)
foram utilizados na sintese das nanoparticulas de prata. As salsichas de frango
foram adquiridas em um mercado local, na cidade de Campo Mouréo-PR, em 4
pacotes de 0,360 kg/cada da mesma marca e do mesmo lote.

4.2. Obtencao das nanoparticulas de prata

As nanoparticulas de prata foram produzidas pela técnica do
polissacarideo modificado (GHASEMINEZHAD, HAMEDI e SHOJAOSADATI,
2012). O nitrato de prata é reduzido por D-glicose e o amido é usado como
estabilizante para prevenir aglomeracdo das nanoparticulas. Foram preparadas
as solucbes de nitrato de prata (0,0420g em 10 mL de agua destilada) e de D-
glicose (0,0450 g em 10 mL de destilada). Para a preparacédo da solucdo de
amido, foi pesado 0,5 g de amido e posteriormente solubilizados em 50 mL de
agua destilada aquecida a 90°C para a gelatinizacdo do amido. Com o auxilio
de uma proveta, 2,0 mL da solucéo de nitrato de prata e 4,0 mL da solucado de
D-glicose foram misturados & 50 mL da solugdo de amido. Finalmente, a
solucéo resultante foi autoclavada a 121°C e 15 psi, por 15 minutos. Ao final do
procedimento a solucdo apresentou coloracdo amarelo marrom, indicando a
formacdo das AgNPs (GHASEMINEZHAD, HAMEDI e SHOJAOSADATI,
2012).

4.3. Caracterizacdo das Nanoparticulas de prata

Foram determinados o tamanho da particula e o indice de polidispersao
utilizando o espectro de UV-visivel (OCEAN OPTICS, USB650UV) atraves do
calculo da largura a meia altura (Full-Width at Half Maximum, FWHM), bem
como o diametro médio de particula pela técnica de Espalhamento de Luz
Dinamico (DLS, MALVERN - Zetasizer Nano S) (MANSO, 2014). Para as
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medidas de UV-Vis e DLS uma cubeta de quartzo de 1 centimetro foi utilizada

e a amostra foi analisada sem diluicao prévia.

4.4. Aplicacdo das nanoparticulas de prata

A solucdo de amido contendo as nanoparticulas de prata (56 mL) foi
inicialmente diluida para alcancar a concentracdo minima inibitéria (CMI = 37,5
mg/L), obtida anteriormente por Manso (2014), para 0 microorganismo mais
resistente avaliado (Staphylococcus aureus, ATCC 6538) totalizando 224 mL
de solucéo para aplicacdo. Todos os materiais e utensilios que foram utilizados
no procedimento foram previamente esterilizados em autoclave (Prismatec).
Para isso, as salsichas foram mergulhadas durante 1 minuto na solucao
contendo AgNPs anteriormente diluida. Em seguida as salsichas recobertas
com a solucdo de AgNPs foram embaladas a vacuo em embaladora (Sulpack),
sendo 3 salsichas em cada embalagem, em duplicata para cada intervalo de
tempo de armazenamento avaliado (0, 15 e 30 dias). O mesmo método foi
realizado para as salsichas sem o recobrimento com filme comestivel

(controle). As amostras foram armazenadas na geladeira a 10°C.

4.5. Avaliacao da concentracdo de AgNPs nas salsichas

A concentracdo de prata metalica presente nas amostras foi
determinada por Espectroscopia de Massa com Plasma Indutivamente
Acoplado (ICP-MS), marca Perkin Elmer, modelo Nexlon 300 D, Shelton, USA.
As salsichas recobertas com o filme comestivel contendo AgNPs foram
inicialmente removidas da embalagem a vacuo (3 salsichas), pesadas em
balanca analitica e lavadas em 1L de agua destilada, que foi armazenada para
analise (amostra lavagem). Em seguida as salsichas foram cozidas em &agua
destilada por 5 min e a agua apos o cozimento também foi armazenada
(amostra cozimento). As salsichas cozidas foram entdo trituradas em
liquidificador doméstico com 1L de agua destilada. A suspensao resultante foi
centrifugada em uma centrifuga para eppendof’s (Mini Spin Plus, Eppendorf)
por 30 minutos a 14.500 rpm, e entdo armazenadas (amostra salsicha). Todas

as amostras foram armazenadas em um freezer (-18 °C). Este procedimento foi
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realizado apos 15 e 30 dias de armazenamento das salsichas embaladas a

Vacuo.

4.6. Avaliacao da textura das salsichas recobertas com filme comestivel
de AgNPs

A andlise do perfil de textura instrumental (TPA) (BOURNE, 1978;
GONZALEZ-FERNANDEZ et al., 2006) foi realizada com um analisador de
textura TA-XT Express (Stable Micro Systems). Uma sonda cilindrica de 5 cm
de diametro foi usada para realizar a analise e o Software Expression foi
utilizado para analise dos dados. Seis amostras de formato cilindrico (2,0 cm
de diametro e 2,0 cm de altura) para cada condicdo experimental foram
compactadas duas vezes até 50% da sua altura original. A velocidade foi
mantida constante (1 mm/s). O teste foi realizado a temperatura ambiente e os
parametros determinados a partir das curvas forca-tempo foram adesividade,
espalhabilidade, mastigabilidade, gomosidade, coesividade, resiliéncia e

dureza.

4.7. Andlise estatistica

Os resultados obtidos para concentracdo de prata nas amostras e 0s
parametros de TPA foram avaliados pelo teste-t a 95% de confianca no

software Statistica 7.0.



27
5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Caracterizacdo das nanoparticulas de prata

As AgNPs foram caracterizadas quanto a largura a meia altura, obtida a
partir do espectro UV-Vis da solucdo coloidal de prata sintetizada, apresentado
na Figura 2.
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Figura 2. Espectro UV-Vis das nanoparticulas de prata sintetizadas.

E possivel observar que o espectro apresenta distribuicdo bimodal com
maior intensidade em 420 nm e um ombro de menor tamanho a esquerda (300
nm). A largura a meia altura calculada apresentou valor igual a 140 nm.
Vigneshwaran et al., (2006) analisaram AgNPs estabilizadas com amido solivel
observando também o pico de ressonancia em 420 nm.

De acordo com Klabunde (2001) a absorbancia de amostras de prata na
regido de comprimento de onda entre 380 a 450 nm é caracteristica da
presenca de AgNPs em solucdo, devido a sua banda de ressonancia de
plasmon de superficie (SPR, Surface Plasmon Resonance). Ainda, quando
apenas uma unica banda de plasmon é obtida no espectro de absorcéao,
nanoparticulas esféricas compde o coloide, enquanto particulas anisotropicas
(ndo esféricas) podem dar origem a duas ou mais faixas de plasmon
dependendo das formas diferentes das nanoparticulas (KLABUNDE, 2001).

De acordo com os resultados observados no espectro obtido

experimentalmente as bandas de plasmon sdo ampliadas com uma cauda de
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absorcdo nos comprimentos de onda mais longos, 0 que de acordo com
Mulvaney (1996) pode ser devido a maior distribuicdo do tamanho das
particulas. Um aumento desta largura sugere que o ocorreu um processo de
aglomeracao (SON et al., 2006). Em geral, a largura da banda de absor¢cao de
plasmon ressonante diminui a medida que a simetria das nanoparticulas
aumenta (ROCHA, 2010).

Valores de IPD maiores que 0,1 indicam distribuicdo de tamanhos larga
(Leimann et al., 2013).

Foi obtido com a analise de DLS um valor de diametro médio em
intensidade (Dz) igual a 63 nm e indice de polidispersao (IPD) igual a 0,4
indicando que as nanoparticulas possuem uma distribuicdo de tamanhos larga.

Hamedi et al., (2012) obtiveram nanoparticulas de prata sintetizadas
pelo mesmo método do presente trabalho com diametro médio em intensidade
(Dz) igual a 20 nm. Os autores ndo apresentaram valores de IPD, porém
analisando o gréfico da distribuicdo de tamanhos apresentado pelos autores é
possivel inferir que a distribuicdo de tamanho obtida pelos mesmos foi estreita,
ao contrario da obtida no presente trabalho. Isto confirma que os valores de
(Dz) e largura & meia altura representam didmetros médios de aglomerados de

nanoparticulas de menor tamanho.

5.2. Avaliagdo da concentracdo de AgNPs por espectrofotometria de

massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)

A concentracdo de AgNPs foi determinada por ICP-MS para a solugéao
diluida antes do tratamento das salsichas e apds o recobrimento das mesmas.
Foi determinado que inicialmente a solugdo continha 23,47 + 0,04 mg/L de
prata. Apdés o tratamento das salsichas (18 salsichas no total) uma nova
amostra da solucdo foi analisada resultando em uma concentracdo igual a
19,27 £ 0.12 mgl/L.

As salsichas armazenadas por 15 e 30 dias foram entdo submetidas a
lavagem, cozimento e trituracdo (amostra salsicha), e os resultados das
analises de concentracdo de prata destas amostras encontram-se

apresentados na figura 3 em fungéao do tempo de armazenamento.
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Figura 3. Concentragcdo de AgNPs nas amostras apds a lavagem das salsichas, cozimento e
das salsichas trituradas em agua. *diferenca significativa pelo teste-t (p < 0,05).

As concentracdes de AgNPs na amostra de agua utilizada para lavar as
salsichas antes do cozimento bem como as amostras de salsichas trituradas
apresentaram concentracdo de Ag* de aproximadamente 1,0 e 0,5 ug/L,
respectivamente. E possivel observar que a concentracéo de Ag* das amostras
de agua de cozimento das salsichas foi maior em ambos os periodos de
armazenamento. Além disso, foi detectada, com a analise estatistica, que ha
diferenca significativa entre as médias de concentracdo das amostras de
cozimento nos tempos avaliados.

Esse resultado mostra que houve reducdo da concentracdo total de
prata metalica, ou seja, das AgNPs ao longo do periodo de armazenamento.
Esta reducdo ocorreu principalmente na superficie das salsichas, ja que a
diferenca significativa foi detectada entre as amostras de cozimento. A reducéo
da concentracdo esta relacionada com a liberacdo de ions prata a partir da
superficie das nanoparticulas (DAMM et al., 2008; KUMAR-KRISHNAN, 2015).

De acordo com Sotirious e Pratsinis (2010), quanto menor o diametro
médio das AgNPs maior a taxa de liberagcéo de ions prata em funcédo da maior
area superficial. Os autores ainda afirmam que as nanoparticulas com diametro
menor que 10 nm apresentam maior capacidade de liberar ions Ag*. No

presente trabalho o didmetro médio em intensidade encontrado foi 6 vezes
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maior, porém nao exclui a possibilidade da existéncia de nanoparticulas de
tamanhos de 10 nm, ja que a distribuicdo de tamanhos encontrada foi larga
(IPD > 0,1).

Com os resultados da Figura 3 pode-se ainda inferir que a simples
lavagem das salsichas nédo é suficiente para eliminar a maior parte das AgNPs
presentes. O cozimento mostrou-se essencial para extracdo da prata e
diminuicdo da concentragdo residual nas salsichas.

Siqueira et al.,, (2013) analisaram a toxicidade oral aguda de
nanoparticulas de prata em ratos e observaram que na concentracao de 1mg/L
houve  degeneracdo celular no figado, indicando que o0 uso dessas
nanoparticulas nesta concentracdo somente deve ser utilizada na funcédo de
embalagem, sem ingestdo como embalagem comestivel. No caso do presente
trabalho foi detectado o nivel maximo de AgNPs de 0,5 pg/L nas salsichas apos
0 cozimento. Esta concentracdo é 2000 vezes menor do que a avaliada por
Siqueira et al. (2013).

5.3. Avaliacdo da textura das salsichas recobertas com filme comestivel
contendo AgNPs

Os parametros obtidos na analise de perfil de textura (TPA) das
salsichas controle e recobertas com filme comestivel contendo nanoparticulas
de prata estdo apresentados em funcédo do tempo de armazenamento nas
Tabelas 1, 2 e 3 para 0, 15 e 30 dias respectivamente.

Tabela 1. Pardmetros da analise de textura (TPA) das salsichas recobertas com filme
comestivel contendo nanoparticulas de prata 0 dias apés o tratamento.

0 dias
Propriedade Controle AgNPs
Adesividade [N.s] -84,94 + 0,31 -176,58 + 0,20
Espalhabilidade [-] 0,92 £ 0,03 0,92 £ 0,02
Mastigabilidade [-] 1642,80 + 371,10 1559,31 + 191,05
Gomosidade [-] 1793,58 + 404,51 1740,27 £ 201,38
Coesividade [-] 0,75+0,03 0,75+0,01
Resiliéncia [-] 0,43+0,03 0,43+0,01
Dureza [N] 23,54 + 6,48 22,81 +2,95
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Tabela 2. Parametros da analise de textura (TPA) das salsichas recobertas com filme
comestivel contendo nanoparticulas de prata 15 dias apés o tratamento.

15 dias

Propriedade Controle AgNPs
Adesividade [N.s] -0,16 £ 0,08 -0,23 £ 0,22
Espalhabilidade [-] 0,98 £ 0,01 0,912+ 0,02
Mastigabilidade [-] 2060,52 + 238,25 2081,47 + 269,50
Gomosidade [-] 2267,24 + 255,30 2283,95 + 294,02
Coesividade [-] 0,71 +£0,02 0,72 £0,02
Resiliéncia [-] 0,38 £ 0,02 0,38 £ 0,02
Dureza [N] 31,32 +£4,39 31,43 £ 4,55

Tabela 3. Parametros da analise de textura (TPA) das salsichas recobertas com filme
comestivel contendo nanoparticulas de prata 30 dias apés o tratamento.

30 dias
Propriedade Controle AgNPs
Adesividade [N.s] -0,19 £ 0,16* -0,40 + 0,29*
Espalhabilidade [-] 0,92 £ 0,02 0,923+ 0,12
Mastigabilidade [-] 1527,32 + 235,54 1776,90 + 374,92
Gomosidade [-] 1667,26 + 257,00* 1910,92 + 252,71*
Coesividade [-] 0,75+ 0,02 0,75+0,01
Resiliéncia [-] 0,42 +0,02 0,41+0,01
Dureza [N] 21,72 + 3,59* 25,27 + 3,72*

* médias com diferenga significativa pelo teste-t (p < 0,05).

Os parametros da andlise de textura da Tabela 1, 0 dias de
armazenamento, apresentaram valores adequados para salsichas de acordo
com outros autores (AVILA et al., 2014; RUIZ-CAPILLAS et al., 2014).

Para os dois primeiros periodos de armazenamento ndo houve diferenca
significativa entre as meédias dos tratamentos controle e AgNPs. Porém apos 30
dias houve uma reducdo na adesividade da amostra controle que proporcionou
diferenca significativa (p< 0,05). De acordo com de Avila et al., (2014) reducéo

na adesividade esta relacionada com a reducgédo no teor de gordura.
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Outros dois parametros que apresentaram diferenca significativa entre
os dois tratamentos avaliados foram a gomosidade e a dureza. A reducao dos
parametros indicam o amolecimento da textura da salsicha. Magsood et al.,
(2012) avaliaram a adicdo de &cido tanico como agente antioxidante na
formulacdo de salsichas de peixe e observaram que o controle (sem &cido
tanico) apresentava amolecimento da textura apos 20 dias de armazenamento
a 4 °C. Os autores concluiram que este comportamento provavelmente era
resultado da acéo proteolitica promovida por enzimas proteases bacterianas.

Ainda de acordo com Lorenzo et al., (2014) os produtos da oxidacao de
proteinas levam a oxidacao de lipideos, ou seja, alteracdo da composi¢cédo da
gordura, que possivelmente levou a reducdo da adesividade.

Korkeala et al., (1988) concluiram em sua investigacdo que o “limo”
formado em produtos carneos embalados a vacuo é causado por bactérias
acido lacticas. De acordo com Settanni e Moschetti (2010) as bactérias acido
laticas apresentam um sistema complexo de enzimas proteoliticas em funcéo
do requerimento de aminoacidos para seu metabolismo. Dessa forma pode-se
concluir que existe um efeito complexo da acédo das bactérias acido laticas na
salsicha: a oxidacdo proteica seguida da oxidacdo lipidica. Nas amostras
recobertas com filme comestivel contendo AgNPs este efeito foi reduzido pelo
controle do crescimento das bactérias acido laticas previamente apresentado

no trabalho antecedente a este desenvolvido por Manso (2014).
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6.CONCLUSAO

Foi possivel avaliar durante intervalos de tempo de 0, 15 e 30 dias a
concentracdo de nanoparticulas de prata nas salsichas tratadas com filme
comestivel contendo as mesmas. As salsichas avaliadas foram lavadas,
cozidas e trituradas, sendo que em cada um dos passos de preparo as
amostras retiradas indicaram que a maior concentracdo de AgNPs permanece
na agua de cozimento. A concentracdo de AgNPs nas salsichas permaneceu
em 0,5 pg/L para 15 e 30 dias de armazenamento. A andlise do perfil de textura
das salsichas demonstrou que apods trinta dias de armazenamento houve
diferenca significativa entre os parametros de adesividade, dureza e
gomosidade para os dois tratamentos, controle e recobrimento com filme
comestivel contendo AgNPs. Estas diferencas foram associadas ao
crescimento de bactérias acido laticas nas salsichas controle, que causaram
oxidacdo proteica e consequente oxidacao lipidica nas salsichas. O que nao
ocorreu com as salsichas recobertas com AgNPs que controlaram o

crescimento bacteriano.
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8. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Avaliar a oxidagdo lipidica das salsichas ao longo do tempo de
armazenamento;

e Avaliar a oxidacgéo proteica das salsichas ao longo do armazenamento;

e Avaliar a toxicidade das nanoparticulas na concentracdo de prata
ingerida com as salsichas.

e Reavaliar a conservacdo das salsichas com recobrimento comestivel
contendo nanoparticulas de 6xido de zinco ao invés das AgNPs.

e Determinar a cinética de liberacédo de ions Ag* da salsicha para a agua.
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