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RESUMO

A carne de frango estd amplamente disponivel no mercado e € uma das mais
consumidas no mundo. Cada brasileiro consome cerca de 43 kg de carne de frango
por ano, in natura e nas mais variadas formas de processamento, o qual visa, além
da elaboracao de novos produtos, o aumento da vida de prateleira. Entretanto, assim
como os produtos crus, os produtos processados também podem ser contaminados,
principalmente pés processamento, tornando-se veiculos para a disseminagédo e
patdgenos como Listeria spp.. A utilizacdo de antimicrobianos nas etapas de
processamento é uma alternativa, para controlar o desenvolvimento microbiano. A
nanotecnologia, em especial as nanoparticulas de prata (NPAgQ), apresentam alto
potencial de aplicacdo na industria alimenticia. No presente trabalho objetivou-se a
utilizacdo de (NPAgQ) no controle de Listeria spp. em frango cozido e desfiado
comercializado por uma industria parceira. Utilizou-se solucdo de prata coloidal
previamente caracterizada nas concentracdes de 2, 3, 4, 5, 10 e 20 mg/L, frente a trés
estirpes de Listeria spp. (L. monocytogenes, L. innocua e L. ivanovii), na técnica de
avaliacao da sensibilidade onde se avalia o diametro da zona de inibicdo formada ao
redor dos discos impregnados com as concentracdes, técnica de atividade
antimicrobiana, onde se determinou a concentragao inibitéria minima em microplacas
e a técnica da medida da concentracdo minima bactericida, onde foi possivel avaliar
a inibicdo por meio de crescimento ou auséncia de crescimento. A estirpe mais
resistente as solucdes de NPAg foi selecionada para a simulacdo da contaminacao
pos processamento, sendo inoculada nas amostras de frango desfiado temperado, As
amostras de frango desfiado temperado foram mantidas na temperatura de
resfriamento (2 a 8°C) por 10 dias. Na avaliacdo da sensibilidade, todas as trés
estirpes demonstraram sensibilidade a partir da concentragdo de 10 mg/L de prata,
apresentando halo de inibicdo superior a 9 mm, sendo L. innocua a estirpe que
apresentou menor halo no teste. Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana, as trés
estirpes apresentaram o mesmo resultado, demonstrando sensibilidade a partir de
10mg/L de prata, e mais uma vez L. innocua apresentando a maior resisténcia. Para
a medida da concentracdo minima bactericida, L. monocytogenes demonstrou maior
sensibilidade, com inibicdo a partir de 5 mg/L. A estirpe L. innocua, que demonstrou
maior resisténcia nas avaliacdes anteriores, juntamente com a adi¢cdo da solucéo de
NPAg, nas concentracdes de 10 mg/L de solucdo de prata coloidal, identificada como
a menor concentracao inibitéria e com a concentracdo de 6,5 mg/L, concentracdo um
pouco inferior a encontrada, para verificar a efetividade de sua aplicacdo no produto,
foi selecionada para o teste de simulagdo nas amostras de frango desfiado, como
proposta de aumento de shelf life e conservacdo do produto. Contudo as
nanoparticulas néo tiveram acéo bactericida frente ao patégeno quando adicionadas
diretamente na matriz avaliada.

Palavras-chave: Seguranga microbiologica. Carne processada. Patégeno.



ABSTRACT

Application of silver nanoparticles in the control of Listeria spp. in shredded
Chicken

Chicken meat is widely available on the market and is one of the most consumed in
the world. Each Brazilian consumes around 43 kg of chicken meat per year, fresh and
in the most varied forms of processing, which aims, in addition to creating new
products, increasing shelf life. However, just like raw products, processed products can
also be contaminated, mainly post-processing, becoming vehicles for the
dissemination of pathogens like Listeria spp..The use of antimicrobials in the
processing stages is an alternative, to control microbial growth. Nanotechnology,
especially silver nanoparticles (NPAg), have high potential for application in the food
industry. This work focused in the use of (NPAQ) to control Listeria spp. in cooked and
shredded chicken sold by a partner industry. A previously selected colloidal silver
solution was used at concentrations of 2, 3, 4, 5, 10 e 20 mg/L, against three strains of
Listeria spp. (L. monocytogenes, L. innocua and L. ivanovii), in the sensitivity
assessment technique where the diameter of the inhibition zone formed around the
discs impregnated with the concentrations is evaluated, antimicrobial activity
technique, where the minimum inhibitory concentration in microplates and the
technique for measuring the minimum bactericidal concentration were determined,
where it was possible to evaluate inhibition through growth or lack of growth. The strain
most resistant to NPAg solutions was selected for the simulation of post-processing
contamination, being inoculated in samples of seasoned shredded chicken, the
seasoned shredded chicken samples were kept at cooling temperatures (2 to 8°C) for
10 days. In the sensitivity assessment, all three strains demonstrated sensitivity from
a concentration of 10 mg/L of silver, presenting a halo of inhibition greater than 9 mm,
with L. innocua being the strain that presented the lowest halo in the test. For the
evaluation of antimicrobial activity, the three strains presented the same result,
demonstrating sensitivity from 10mg/L of silver, and once again L. innocua showing
the greatest resistance. For measuring the minimum bactericidal concentration, L.
monocytogenes demonstrated greater sensitivity, with inhibition from 5 mg/L. The L.
innocua strain, which demonstrated greater resistance in previous evaluations,
together with the addition of the NPAg solution, at concentrations of 10 mg/L of colloidal
silver solution, identified as the lowest inhibitory concentration and with a concentration
of 6.5 mg/L, concentration slightly lower than that found, to verify the effectiveness of
its application in the product, was selected for the simulation test on shredded chicken
samples, as a proposal to increase the shelf life and conservation of the product.
However, the nanoparticles did not have bactericidal action against the pathogen when
added directly to the evaluated sample.

Keywords: Microbiological Safety; Processed meat; Pathogen.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, os abatedouros desempenham papel crucial no desenvolvimento
econdmico, gerando 4,1 milhdes de empregos diretos e indiretos e mais de 100 mil
familias engajadas em um modelo de producao integrada. Este modelo além de
preservar os trabalhadores no campo, agrega valor na alimentacdo humana, por
meio da producgédo de carnes de frango e suina, juntamente com 0s ovos, as trés

proteinas mais consumidas no pais (ABPA, 2020).

No setor de avicultura, assim como em outros setores da area de alimentos,
as Boas Préticas de Fabricacédo e os cuidados com a seguranca dos alimentos séo
pontos de extrema importancia na garantia da qualidade microbiol6gica em toda a
cadeia produtiva, desde a obtencdo da matéria prima até o produto final.

Dentre os microrganismos importantes em alimentos, com especial atencao
ao controle do ambiente de producédo, destaca-se Listeria spp., cuja espécie
Listeria monocytogenes, é causadora de listeriose, que € uma doenca de origem
alimentar esporédica, mas com elevada letalidade.

As contaminacfes oriundas do ambiente de processamento podem ser
inseridas nos alimentos, sendo de extrema importancia, além da manutencéo de
um ambiente seguro para a producédo, considerar a possibilidade de adicédo, nos
produtos processados, agentes antimicrobianos que possam ampliar o controle,

garantindo a oferta de um alimento seguro para o consumidor.

Os nanomateriais exibem excelentes propriedades antibacterianas podendo
originar muitas aplicagcbes potencialmente benéficas na industria alimenticia
(DUFFY et al., 2018), sendo que as Nanoparticulas de Prata (NPAg) em especial,
tem assumido destaque quando se trata de controle microbiolégico em amplo
espectro, por demonstrarem seguranca e reducdo consideravel de patégenos e
indicadores.

Devido a possibilidade de contaminacao pos-tratamento térmico, o presente
trabalho tem por objetivo avaliar a utilizacdo das NPAg como agente

antimicrobiano em frango desfiado produzido em indUstria parceira.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a eficiéncia da acdo antimicrobiana das nanoparticulas de prata frente

a culturas de Listeria spp., e sua aplicabilidade em frango desfiado temperado.

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar a sensibilidade de L. monocytogenes, L. innocua e L. ivanovi a
nanoparticulas de prata por meio do teste de disco-difuséo.

e Identificar a concentracdo minima inibitéria de prata coloidal frente as estirpes
de L. monocytogenes, L. innocua e L. ivanovi.

¢ Identificar a concentragdo minima bactericida frente a L. monocytogenes, L.
innocua e L. ivanovi.

e Avaliar a acdo das Nanoparticulas de Prata frente a Listeria spp. previamente
inoculada em amostras de frango desfiado temperado.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Carne de aves

Para o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento carnes sao as
massas musculares e os demais tecidos que as acompanham, que poderdo estar
incluidas ou ndo da parte 0ssea, e declaradas aptas para serem consumidas por
inspecao oficial (BRASIL, 2017).

O Brasil destaca-se no setor de abate de frangos, apresentando exponencial
crescimento desde o ano 2000 com 4.613 mil toneladas, no ano de 2010 com 9.324
mil toneladas, e atingindo um total de 12.872 mil toneladas em 2022 (EMBRAPA,
2023). No mercado internacional os numeros também surpreendem, apresentando em
2022 o maior volume ja registrado pelo setor em um Gnico ano, totalizando 4,8 milhdes
de toneladas superando 2021 quando foram exportadas 4,6 milhdes de toneladas
(ABPA, 2023).

Na Figura 1 € demonstrado a evolucao do abate de frangos entre os anos de
2000 a 2022 nas diferentes regides do Brasil.

Figura 1 — Abate de frangos por regides no Brasil, em mil toneladas, entre 2000 e
2022.

ABATE DE FRANGOS NO BRASIL - 2022 Emgpa
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A carne de frango esta amplamente disponivel no mercado e € uma das mais
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consumidas no mundo, devido ao seu alto valor nutritivo e preco acessivel (BRITO,
2021). Em média, cada brasileiro consome 43 kg de carne frango por ano, in natura e
nas mais variadas formas de processamento (EMBRAPA, 2019), sendo a proteina
que apresenta o maior indice de consumo per capita (ABPA, 2020).

A importancia da qualidade da carne medida através dos aspectos fisicos,
nutricionais, quimicos, sensoriais e de seguranca sdo determinantes para 0 consumo
do produto e manutencdo da salude do consumidor (ALVES; ALBUQUERQUE;
BATISTA, 2016).

Falhas no processamento, ou abusos no sistema durante a producdo da
proteina carnea e os produtos carneos, estdo diretamente relacionadas ao estado
microbiolégico, causando deterioragédo e encurtamento do prazo de validade e perdas
econdbmicas, 0 que se caracteriza em um grande desafio a seguranca de alimentos
dentro das industria (DAS et al., 2019).

Os produtos derivados da carne séo, de preferéncia, obtidos a partir de carne
fresca que sofra um ou mais tipos de processo, entre eles, cozimento, salga,
defumacdo ou mesmo somente a adicdo de condimentos e temperos. O
processamento da carne fresca visa, além da elaboracdo de novos produtos, a
reducado da perecibilidade, de problemas com o transporte e com 0 armazenamento,
além de vantagens com relacdo ao aumento da vida de prateleira e agregacéo de
valor (EMBRAPA, 2016).

Para garantir a qualidade higiénico-sanitaria em abatedouros de aves, normas
e portarias como as Portarias N° 210 de 10 de Novembro de 1998 e N° 74 de 07 de
maio de 2019 que estabelecem padronizacbes relativas as instalacoes,
equipamentos, higiene do ambiente, esquema de trabalho do Servigco de Inspecao
Federal (BRASIL, 1998; BRASIL, 2019), trazem norteadores para técnicas
apropriadas de obtencéo de inocuidade na producédo de carnes.

Este controle é obtido por meio de intervenc¢des durante o processamento como
limpeza adequada, saneamento eficaz, descontaminagdo, tratamento térmico,
resfriamento, congelamento, secagem, fermentacéo, uso de produtos quimicos como
acidulantes ou antimicrobianos, embalagem, armazenamento, distribuicdo e
manuseio adequados, estes processos de controle aplicados corretamente permitirdo
a producéo de produtos pés processamento térmico seguros para consumo (SOFOS,
2023).

Uma das formas de controle amplamente utilizadas no ambiente industrial é a
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tecnologia de obstaculos, que consiste em aplicar barreiras combinadas para melhorar
a estabilidade microbiana e a qualidade sensorial dos alimentos, bem como as suas
propriedades nutricionais e econémicas. Exemplos destas barreiras s&o temperatura,
podendo ser alta ou baixa, atividade de agua, acidez , potencial redox, utilizacdo de
conservantes por exemplo, nitrito, sorbato, sulfito e microrganismos competitivos, por
exemplo, bactérias do acido lactico (LEISTNER, 2000).

Os produtos carneos podem ser contaminados por microrganismos durante a
manipulacdo e o processamento. ApoOs ter sido contaminada, a carne oferece
condicBes para que 0s microrganismos se multipliguem, tornando-se um potencial
veiculador de bactérias patogénicas e uma ameaca a saude do consumidor (SANTOS,
2021).

Estudos mostram que a carne de frango e produtos carneos derivados desta
matriz sdo fontes de Listeria monocytogenes, como Mamber et al. (2020) que em
estudo realizado no periodo de 12 anos com produtos processados afirma que o
frango é o produto de carne de aves pronto para consumo que sofre maior
contaminac@o por L. monocytogenes além do microrganismo ter demonstrado, ao
longo do estudo, alta taxa de persisténcia no ambiente industrial. Rothrock et al.
(2019) também afirmam que os sistemas convencionais e alternativos para producao
e processamento de aves sdo as principais fontes de contaminacdo por L.

monocytogenes em alimentos.

3.2 Listeria spp.

O género Listeria € constituido por 19 espécies: Listeria aquatic, Listeria
booriae, Listeria cornellensis, Listeria denitrificans, Listeria fleischmannii, Listeria
floridensis, Listeria grandensis, Listeria grayi, Listeria innocua, Listeria ivanovii, Listeria
marthii, Listeria monocytogenes, Listeria murrayi, Listeria newyorkensis, Listeria
riparia, Listeria rocourtiae, Listeria seeligeri, Listeria weihenstephanensis, Listeria
welshimeri (EUZEBY, 2015).

Apesar de ndo apresentar patogenicidade a humanos Listeria ivanovii é
amplamente reconhecida como patogénica para o gado e outros animais, e raramente
infecta humanos (SKANDAMIS, 2022; SILVA et al., 2018).

Outra espécie de Listeria que também merece atencédo por ter sido descrita em

literaturas, sendo encontrada no trato intestinal de animais de sangue quente, foi
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Listeria innocua, podendo as fezes ser efetivo meio de dispersédo deste microrganismo
(ABAYA et al., 2019). L. monocytogenes e L. innocua compartilham do mesmo nicho
ecolégico portanto a presenca de positividade de L. innocua € indicativo para L.
monocytogenes (AHIMED et al., 2022).

A presenca de espécies de Listeria spp. em alimentos pode ser uma indicacéo
de que nédo sédo fornecidas condicbes adequadas de higiene, uma vez que esta
espécie esta distribuida na natureza, no solo, 4gua, vegetacao, fezes de animais
saudaveis, incluindo humanos, esgoto, residuos de abatedouros, ra¢cdo animal, frango
resfriado e congelado (CUFAOGLU, AMBARCIOGLU, AYAZ, 2021; SILVA et al.,
2018).

L. monocytogenes, um microrganismo muito estudado por ser patdgeno para
humanos € um bacilo curto, Gram positivo, catalase positivo e levemente Beta
hemolitico, produtor de acido, mas nao de gas, a partir da fermentacéo do carboidrato
xilose (ISO 11290-1:2017). Trata-se de um dos mais importantes patégenos
alimentares, em nivel mundial, sendo responséavel pela listeriose, doenca severa com
alta taxa de mortalidade em grupos de risco como idosos, gestantes, recém-nascidos
e imunodeprimidos (TONDO; BARTZ, 2019). Em adultos imunocomprometidos a
listeriose invasiva podera evoluir a meningite, encefalite ou septicemia; em mulheres
gravidas, a doenca se apresentara leve, semelhante a gripe caracterizada por
calafrios subitos, febre, dor de garganta, dor de cabeca, tontura, dor lombar,
descoloracdo de wurina e, ocasionalmente, diarréia, enquanto estas quase
invariavelmente se recuperam sem complicacdes, a infeccdo do feto pode resultar em
aborto espontaneo, natimorto ou parto prematuro com septicemia perinatal — uma
infeccdo grave dos sistemas respiratério, circulatério e nervoso central que pode
terminar fatalmente ou levar a retardo mental permanente (SKANDAMIS, 2022;
SALDIVAR, 2018).

Existem fatores consideraveis que conferem importancia a L. monocytogenes
como um agente patogénico intracelular dificultando a acéo e penetracdo de muitos
antibiéticos o que dificulta o tratamento de infecgdes listéricas (SKANDAMIS, 2022).
Outro fator de acentuada relevancia esta relacionado as suas proteinas de superficie,
as internalinas A e B, que auxiliam na adesdo aos receptores da superficie celular,
além da listeriolisina O, a qual, juntamente as fosfolipases, formam poros e permitem
gue a L. monocytogenes escape do fagossomo evitando a morte intracelular. Livre no

citoplasma, este microrganismo pode dividir-se e induzir a polimerizacao da actina na
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célula, onde ao impulsionar-se para a membrana da célula hospedeira, utilizando as
projecdes de filamentos formadas pela actina, 0 microrganismo se projeta as células
vizinhas criando um ciclo de vida intracelular, e escapando da resposta imunoldgica
do hospedeiro (FARLEY, 2022).

Considerando a necessidade e dificuldade de controle deste microrganismo, o
Ministério da Agricultura instituiu, através da Instrucdo Normativa n° 9, de 8 de abril
de 2009, os Procedimentos de Controle da Listeria monocytogenes em produtos de
origem animal prontos para o consumo, aplicados a estabelecimentos que fabricam
produtos de origem anima, com o objetivo de monitorar e assegurar a inocuidade
destes produtos em relacéo a este patégeno (BRASIL, 2009).

A dose infectante varia de individuo para individuo, mas experimentos indicam
que a dose de 10* a 10° organismos é necessaria para o desenvolvimento da doenca,
sendo que, para imunocomprometidos e pessoas com producdo reduzida de acido
gastrico devido ao uso de antiacidos, agentes bloqueadores de histamina-2 (H2),
inibidores da bomba de prétons ou cirurgia de Ulcera a dose infectante possa ser
menor (FARLEY, 2022).

L. monocytogenes apresenta elevada capacidade de adaptacdo a baixas
temperaturas, tornando-a de elevada importancia para as industrias de alimentos. Tal
adaptacdo deve-se a alteracdo da composicao lipidica da membrana, expressando
proteases acompanhantes, proteinas de choque frio, proteinas de aclimatacéo ao frio
e acumulando solutos crioprotetores, como betaina e carnitina (THAKUR; ASRANI;
PATIAL, 2018).

Os produtos prontos para o consumo a base de carne de aves podem ser uma
fonte de L. monocytogenes e rotineiramente existem estudos, como o de MacLauchlin
et al. (2020), que vincularam o patégeno ao surto envolvendo cinco casos
relacionados ao consumo de frango cozido, o que indica alta taxa de positividade
nesta matriz.

De acordo com o relatorio da European Food Safety Authority (EFSA, 2019),
em 2018 foram notificados 2549 casos de listeriose invasiva humana nos Estados
Unidos, sendo que o envolvimento de carne e produtos carneos representou 37,5%
(com um numero de teste de 57.861 amostras). Com a crescente globalizacdo, a
oferta e distribuicdo de alimentos em todo o mundo sdo cada vez mais intensas,
agravando a possibilidade de propagacéo, mesmo em nivel internacional, de produtos

contaminados. O controle e regulacdo de L. monocytogenes em carnes prontas para
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consumo € um grande desafio para os fabricantes e governos (ZHANG et al., 2021).
De acordo com dados obtidos pelo CDC (Centers for Disease Control and
Prevention), que monitora a incidéncia dos principais patdgenos de origem alimentar
em 10 estados dos Estados Unidos (Tabela 1), constata-se que apesar da menor
incidéncia de L. monocytogenes, a doenca esta relacionada a um alto indice de
internacéo (98%), sendo também relevante o niumero de letalidade (16%), reafirmando

a necessidade de atencao para este patdgeno.

Tabela 1 - Numero de infeccbes bacterianas diagnosticadas em laboratorio,
hospitalizacdes, mortes e incidéncia no ano de 2019 em 10 Estados dos Estados

Patdégeno N° de Infeccbes  N° de Internagbes (%) N° de ébitos(%) Incidéncia
Campylobacter 9.731 1.988 (20) 26 (0,3) 19,5
Salmonella 8.556 2.430 (28) 46 (0,5) 17,1
STEC 3.127 660 (21) 10 (0,3) 6,3
Shigella 2.416 644 (27) 3(0,1) 4,8
Yersinia 681 142 (21) 4 (0,6) 1.4
Vibrio 466 131 (28) 12 (2,6) 0,9
Listeria 134 131 (98) 21 (16) 0,3

Fonte: Tack et al. (2020)

Sendo sensivel a pasteurizacdo, L. monocytogenes geralmente entra em
contato com produtos alimenticios pés tratamento térmico, no ambiente de
processamento de alimentos, sendo um problema, principalmente, para os produtos
prontos para consumo, pois geralmente ndo existe outra etapa de eliminacdo do
patdgeno entre a producdo e o consumo. Embora mais frequentemente isolado de
drenos de piso, esteiras transportadoras e dareas com condensacao, L.
monocytogenes também foi detectado em cubas de queijo e maquinas de envase, 0
que possibilita a contaminagdo pos-pasteurizacdo (SKANDAMIS, 2022; JORDAN;
MCAULIFFE, 2018).

A Instrucdo Normativa N° 161, de 1° de Julho de 2022, que estabelece padrdes
microbiolégicos para alimentos, possui Anexo Il destinado a padrao microbiologico
exclusivo para L. monocytogenes em alimentos prontos para consumo (BRASIL,
2022), dada a importancia e necessidade de atuacao frente a tal microrganismo em
possibilidade de recontaminacéo pés tratamentos e processamento.

Além de estarem diretamente associadas a matéria prima, L. monocytogenes
formam biofilmes, sobre muitos materiais, dificultando a sua inativacdo pela

higienizacdo e, consequentemente, a sua remo¢do em industrias de alimentos e
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servicos de alimentagcdo. L. monocytogenes persistentes em ambientes industriais
formam biofilmes espessos, sendo uma importante estratégia de sobrevivéncia para
esses microrganismos (TONDO; BARTZ, 2019).

Os biofilmes sdo comunidades microbianas agregadas, cercadas por uma
matriz de substancias poliméricas extracelulares, que se desenvolvem em uma ampla
variedade de superficies. As células microbianas dentro de um biofilme podem
coordenar o seu comportamento para promover o crescimento e produzir substancias
poliméricas extracelulares, servindo como microambiente que permite aos
microrganismos a interacdo e comunicacao célula-célula. Esta estrutura, uma vez
formada, protege as células de condicbes ambientais adversas com aumento da
resisténcia microbiana a desidratacdo, a radiacdo UV, temperatura e pH extremos,
alta salinidade, deficiéncia de nutrientes, varios desinfetantes e antibiéticos (GEDAS;
OLSZEWSKA, 2020).

A preocupacdo com este microrganismo no ambito industrial é de interesse
global, sendo relatado por Cufaoglu, Ambarcioglu e Ayaz (2021) alta prevaléncia de
L. monocytogenes e Listeria spp. associadas principalmente a matrizes de carnes e
produtos carneos na Turquia. Smith et al. (2019) também relatam que um dos maiores
surtos de listeriose ja ocorridos esta associado a matriz de carne processada, no
periodo de janeiro de 2017 a julho de 2018, na Africa do Sul, com um total de 1.060
casos e 27% de taxa de mortalidade.

3.3 Nanotecnologia e Nanoparticulas de Prata

O prefixo “Nano” possui origem grega e significa um bilionésimo (0,000000001)
de alguma coisa. Assim, nandmetro significa um bilionésimo do metro, usualmente
representado por 10° m, ou pela unidade de medida nm. (TONET, 2019).

Mais de 60 paises possuem iniciativas nacionais ligadas ao estudo das
nanociéncias e nanotecnologia, e o total de investimento global ultrapassa US$ 5
bilhdes (ALVES et al.,, 2011). Em meados dos anos 1999 os Estados Unidos da
América passaram a demonstrar publicamente seu interesse pelo ramo da
Nanotecnologia estabelecendo uma iniciativa nacional ndo tecnolégica, para ja em
2003 assinarem a Lei de Investigacdo de Desenvolvimento da Nanotecnologia do
Século XXI, concedendo 3,7 milhdes de ddélares para pesquisa na area (NAYFEH,
2018).
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A nanotecnologia tem uma grande importancia para a induastria alimenticia,
devido a sua ampla area de aplicabilidade (RAHMAN et al., 2020), e atua melhorando
0s sabores, texturas, qualidade, prazo de validade e seguranca de alimentos (DENG
et al., 2021).

Neste contexto é importante destacar as NPAg por apresentarem alto potencial
de aplicacdo na industria alimenticia, salude humana, meio ambiente pois com suas
caracteristicas antimicrobianas, possuem a capacidade de inibir muitas bactérias
patogénicas e deterioradoras (RODRIGUEZ-FELIX, 2021; JAVED et al., 2021).

Uma importante e consideravel caracteristica das NPAg é sua estabilidade e
baixa reatividade, fazendo assim com que seja considerada uma importante inovacao
no ramo da nanotecnologia (DHAKA et al., 2023).

As nanoparticulas de prata (NPAg) podem ser sintetizadas por duas técnicas
conhecidas como bottom-up e top-down. Na técnica de bottom-up a formacéo ocorre
a partir de atomos ou moléculas que se montam quimicamente usando principios de
reconhecimento molecular, e com a técnica top-down a formacao ocorre a partir de
entidades maiores que se dividem em pecas menores até que possuam de 1 a 3
nanometros ou bilionésimo de metro, essas pecas passam a ter propriedades novas,
diferentes das maiores (NAYFEH, 2018).

Existem varias hipbéteses para explicacdo dos mecanismos de acdo das
nanoparticulas, sendo a primeira delas a a¢do direta na membrana celular bacteriana,
danificando e afetando a permeabilidade e diminuindo a atividade das enzimas
membranosas, conforme apresentado na Figura 2. Com o aumento da
permeabilidade das membranas bacterianas, ocorre inibicdo das funcdes de proteinas
essenciais e enzimas respiratorias, o que resulta na quebra da replicacdo dos acidos
nucléicos e na inibicdo dos processos de transporte de ions. Outros fatores que
influenciam proporcionalmente € a concentracdo de NPAg, e o tamanho das
moléculas, sendo que, quanto maior a concentracdo, maior serd a agdo, e quanto
menor a molécula, maior a tendéncia a interagir com as paredes celulares
(RAJESHKUMAR; BHARATH; GEETHA, 2019; KAILASA et al., 2019).
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Figura 2 - Mecanismo de ac¢ao das NPAg’s nas células bacterianas.

@ Silver nanoparticles

Silver nanoparticles accumulation and adhesion
to the cell wall

E&Iv« nanoparticles penetration Into the bacterial cell wall |

Fonte: Rajeshkumar; Bharath; Geetha (2019)

De acordo com o Guidelines for Drinking-water Quality, da Organizacao
Mundial da Saude, podem ser encontradas em aguas subterraneas, superficiais e
potaveis concentracdes acima de 5 pg/L de prata sendo permitido para o tratamento
de agua potavel concentracbes acima de 50 pug/L. Somente um percentual maximo de
10 % é absorvido pelo organismo humano e animal, ndo ultrapassando a 7 pug por
pessoa. A ingestdo de uma dose maxima de até 0,01 pug/L pode ser tolerada sem risco
ao longo de 70 anos de vida. O risco de toxicidade para a prata seria ultrapassar o
valor de 10.000.000 pg absorvida pelo organismo, que poderia ocasionar a doenca
conhecida como Argiria, uma condi¢cdo na qual a pele e os cabelos séo descoloridos
pela prata nos tecidos (WHO, 2017).

As NPAg apresentam eficiéncia também no controle de biofilmes formados por
L. monocytogens, demonstrando maior inibicdo quanto maior a concentracéo de prata
utilizada (KHAN et al., 2021).

Kumar et al. (2021) demonstraram um percentual de 97% de redugéao viral
especifica para SARS-CoV-2 em tecido impregnado com Nanoparticulas de Prata. A
fotodeposicdo direta das NPAg em tecido, também apresentou caracteristica
antimicrobiana quando exposto a culturas de microrganismos como Escherichia coli e
Aspergillus Niger.

Bahrami et al. (2018) demonstraram, a eficiéncia antimicrobiana de filmes
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comestiveis reforcados com NPAg, na inibicdo de microrganismos Gram positivos
patogénicos como Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae e L. monocytogenes e Gram negativos como Escherichia coli, Salmonella
Typhimurium, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiela pneumoniae.

Cinco cepas de Salmonella, Salmonella Sofia, Salmonella Infantis, Salmonella
Typhimurium (PT135), Salmonella Typhimurium (PT141), Salmonella Kiambu e cinco
diferentes cepas de Campylobacter também apresentaram sensibilidade quando
expostas as NPAg (DUFFY et al., 2018).

Na industria de alimentos foram encontrados resultados satisfatorios ao
utilizarem nanoparticula de prata como antimicrobiano em revestimento de filé de peito
de frango incorporado em filme fabricado com Policloreto de Polivinila (PVC) a uma
concentracdo de 0,5 % de prata. As bactérias Gram-negativas foram menos
resistentes do que as Gram-positivas, e 0 produto apresentou ganho na vida de
prateleira além de reducéo na oxidacéo lipidica (AZLIN-HASIM et al., 2016).

Resultados significativos também foram demonstrados por Arfat et al. (2017)
para o uso das nanoparticulas de prata em embalagens ativas para alimentos por inibir

microrganismos como L. monocytogenes e Salmonella Typhimurium.

4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Microbiologia de Alimentos do
Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Sudeste de Minas Gerais,
Campus Rio Pomba em parceria com uma empresa de alimentos da Zona da Mata
mineira.

O experimento foi conduzido em trés repeticdes, sendo as analises realizadas

em duplicata.

4.1 Ativacao das estirpes de Listeria spp.

O efeito antimicrobiano da prata coloidal foi avaliado sob trés estirpes de
Listeria, quais sejam, L. monocytogenes ATCC 19111, L. innocua ATCC 33090 e L.
ivanovi subsp. londoniensis ATCC BAA-139, obtidas junto da empresa de alimentos
parceira, localizada na Zona da Mata Mineira.

A ativacao das estirpes foi realizada por meio de repicagem de 10 uL através
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de alca descartavel da marca laborcare da cultura previamente descongelada, em
Caldo Infusdo Cérebro e Coracéao (BHI), da marca Merck, com incubacéo a 37 °C por
24h. Apos este periodo, cada estirpe foi repicada através de al¢a descartavel da marca
laborcare, no volume de 10 uL em estrias, em placas contendo Agar Triptona de Soja
(TSA), da marca Merck, seguido de incubacédo a 37 °C por 48h. Para avaliacao da
pureza do inéculo, foi realizada a coloracédo de Gram. Em seguida foram retiradas 3 a
5 colbnias para incubacdo em Caldo BHI, para dar inicio aos testes com a prata
coloidal, conforme apresentado na Figura 3.

Figura 3 - Ativacao das estirpes de Listeria spp.
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Fonte: Dados da pesquisa.

4.2 Preparo das Solugbes de NPAg de Teste

A solucéo de prata coloidal utilizada no estudo foi previamente caracterizada
por Valente (2021), a qual apresentou concentracdo de 20 + 2 mg/L de nanopatrticulas

de prata em escala nanométricas de aproximadamente 35 a 40 nm (Tabela 2).

Tabela 2 — Caracterizacdo da solucdo contendo nanoparticula de prata (NPAQ).

Metodologias
Amostra
Tamanho 1 (AFM) Tamanho 2 (MEV) Deteccao (EDS)
Concentracdo
SlgIFl)Jggo 20 £ 2 (mg/L) Aprox. 40 nm Aprox. 35 nm? Presenca

Fonte: Valente 2021

1 Média entre 278 medidas de particulas realizadas pelo software ImageJ
AFM: Microscopia de for¢a atémica;

MEV: Microscopia eletrénica de varredura;

EDS: Espectroscopia de energia dispersiva.
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Para a realizacdo do experimento foram preparadas solu¢cdes com diferentes
concentracdes de Prata Coloidal (10, 15, 20, 25, 50 e 100%), conforme a Tabela 3, a
partir da solucdo de NPAg caracterizada por Valente, 2021 (solugdo mée), usando-se

como solvente, o Caldo Demi Fraser da marca Merck.

Tabela 3 — Preparo das solucdes de NPAg em diferentes concentragbes

Proporcéo adicionada da solugéo
de prata coloidal contendo
20 = 2 mg/L de prata (Ag) (%)

Concentracao em prata (Ag) da
solucéo obtida (mg/L)

10 2
15 3
20 4
25 5
50 10
100 20

Fonte: Valente 2021.

4.3 Avaliacao da sensibilidade de estirpes de Listeria spp.

A avaliacdo da sensibilidade das estirpes de Listeria spp. foi realizada pelo
método do antibiograma, conforme recomendado pelo Clinical Laboratory Standard
Institute (CLSI) (CLSI, 2018).

Placas contendo Meio Agar Triptona de Soja da marca Merck foram estriadas
usando-se swab embebido em solugcdo contendo suspensdo bacteriana de L.
monocytogenes ATCC 19111, L. innocua ATCC 33090 e L. ivanovi subsp.
londoniensis ATCC BAA-139, preparadas conforme item 4.1. Em seguida foram
depositados sobre o meio de cultura discos contendo 6 mm de diametro, previamente
autoclavados por 15 minutos a 121 °C, impregnados com a solu¢éo de prata coloidal
nas concentragdes citadas no item 4.2 por 15 minutos a 25 °C. As placas foram entao
incubadas a 37 °C por 48 horas.

Um disco comercial contendo o antibiético ampicilina foi utilizado como controle
positivo e um disco impregnado com Meio Caldo Demi Fraser como branco (CLSI,
2018).

A avaliacdo da sensibilidade de Listeria foi avaliada pela determinagdao do
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diametro da zona de inibicdo formada ao redor dos discos impregnados com as
solucbes testes contendo NPAg, o qual foi comparado com medidas padréo
estabelecidas por Djenane et al. (2011) que estabelece inibicdo a partir de halo de

pelo menos 9 mm de diametro.

4.4 Concentracao Minima Inibitoria

Através da técnica de microdiluicbes em placas, definida pelo Methods for
Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically, foi
determinada a concentracao inibitoria minima (MIC) das concentracdes de 10, 15, 20,
25, 50 e 100% de Prata coloidal a que foram expostas L. monocytogenes ATCC
19111, L. innocua ATCC 33090, e L. ivanovi subsp. londoniensis ATCC BAA-139.

Foram preparadas solucfes contendo as diferentes concentracdes de NPAgQ
conforme descrito no item 4.2 e a estas solucdes, em duplicata, foram adicionadas as
culturas das estipes de Listeria ativadas conforme item 4.1. e incubadas a 37°C por
48 horas.

Juntamente as amostras foram incubados controles positivos, contendo o meio
de cultura sem adicdo das NPAg's com as estirpes de Listeria, e os controles
negativos, apenas os meios de cultura com todas as concentracdes das NPAg’'s sem
a adicao das estirpes de Listeria.

Os controles positivos e negativos sdo necessarios para, além de garantirem a
confiabilidade do processo, possibilitar a construcdo da curva de leitura, a partir do
controle positivo (onde obtém-se o maior indice de turvacdo), e dos controles
negativos, descontando o interferente da cor do meio de cultura.

Em cada placa contendo 96 pocos, foram adicionados 200 pL da cultura
microbiana, apdés 48 horas de exposicdo em diferentes concentracdes de NPAg,
conforme descrito em item 4.2.

Foram utilizadas solugdes controles avaliadas juntamente as amostras, sendo
elas: Solucéo controle branco onde foram realizadas as leituras dos meios contendo
apenas as concentracbes de prata com o meio de cultura, sem adicdo dos
microrganismos, e o controle positivo, no qual a leitura foi realizada no meio de cultura
adicionado das cepas em estudo, sem adicdo do antimicrobiano, conforme Figura 4.

A inibicdo microbiana foi determinada por medida de absorbancia realizada por

densidade optica de crescimento a 595 nm, em leitora de microplacas iMark Biorad.



Figura 4 — Solucdes utilizadas para determinacdo da concentracdo minima
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Fonte: Autoria prépria.

4.5 Medida da Concentracdo Minima Bactericida

Para a medida da concentragdo minima bactericida (MBC), foi utilizado o teste
de macrodiluicdes onde foi adicionado, em 9 mL de Caldo Demi Fraser contendo as
concentracfes de 10, 15, 20, 25, 50 e 100% de NPAg’s, conforme descrito no item
4.2, 1 mL do in6culo de suspensao bacteriana padronizada para concentracdo de
108UFC/mL, seguido de incubacdo em temperatura de 37°C por 24 horas. Apds
incubacéo, foi realizada a avaliacdo visual e o plaguamento em profundidade, de uma
aliquota de 1 mL, em Agar Triptona de Soja, seguido de incubacdo & 37°C por 48
horas, para evidenciar o crescimento (+) ou auséncia de crescimento (-), além da
concentracdo minima bactericida.

ApOs o plagueamento, os tubos contendo 9mL de Caldo Demi Fraser,
juntamente com as diferentes concentracdes de NPAQ’s e o indculo padronizado
foram novamente incubados por mais 24h, atingindo um total de 48 horas de
exposicao as NPAg’'s. O procedimento foi repetido, com o plaqueamento de uma
aliquota de 1 m, em Agar Triptona de Soja, o qual foi incubado & 37°C por 48 horas
para evidenciar o crescimento (+) ou auséncia de crescimento (-) e determinacéo da
concentracdo minima bactericida.

Juntamente aos tubos de teste foram incubados controle positivo, caracterizado
pela incubacgao do Caldo Demi Fraser com 1 mL de suspensé&o bacteriana, e o branco
caracterizado pela incubacdo apenas do Caldo Demi Fraser contendo as
concentractes de NPAg, conforme demonstrado na Figura 5 (CLSI, 2015; ARAUJO;



30

LONGO, 2016).

Os tubos referentes ao controle positivo, para cada uma das estirpes, foram
quantificados.

Figura 5 — Esquema da realizacdo do teste de concentragdo minima

bactericida.
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Agar Agar Agar Agar Agar Agar Agar Incubacéo
TSA TSA TSA TSA TSA TSA TSA 37°C/48h

Fonte: Autoria propria.
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4.6 Avaliacdo da acado das NPAg frente a Listeria spp. inoculadas em

amostras de frango desfiado temperado

Foi utilizado no presente estudo, o frango desfiado temperado, obtido pelo
processo industrial, envolvendo as etapas de: injecdo de salmoura, tambleamento,
pré-cozimento, cozimento, desfiagem, embalagem primaria, pesagem e selagem .

Para avaliar o efeito das NPAg frente a Listeria spp. selecionou-se a cepa que
apresentou maior resisténcia nas etapas de avaliagdo da sensibilidade, de
concentracdo minima inibitoria e concentracdo minima bactericida, simulando-se uma
pos contaminacdo das amostras.

As amostras de frango desfiado obtidas de processamento industrial foram
previamente pesadas em por¢des de 100 g, e autoclavadas por 15 minutos a 121 °C
para garantia de inocuidade do produto e inoculadas com 1 mL da cultura de Listeria
spp. que se demonstrou ser mais resistente as NPAg.

O indculo foi diluido em solucdo salina e padronizado para 108 UFC/mL,
garantindo contagem inicial de 10* UFC/g no produto, a qual, quando encontrada no
alimento, indica possibilidade de desenvolvimento de Listeriose.

Para avaliacdo da inibicdo, usou-se a solucdo de NPAg na concentracao
minima inibitoria.

Aplicou-se também um teste utilizando-se uma concentracdo de 33% de
nanoparticulas de prata (6,5 mg/L), ligeiramente inferior a minima inibitéria.

Apos inoculacéo da espécie de maior resisténcia e das concentracdes de NPAg
testadas, as amostras de frango desfiado foram estocadas na temperatura de 2 a 8
°C por até 10 dias.

Imediatamente apds a inoculagdo e nos tempos 2, 6 e 10 dias de
armazenamento, as amostras de cada tratamento foram submetidas a determinacéo
da contagem de Listeria spp. em placas de petrifilm® EL seguindo as recomendagdes

do fabricante.
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4.7 Analise dos dados

4.7.1 Avaliacao da sensibilidade de estirpes de Listeria spp.

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado (DIC)
em esquema fatorial. Para a avaliagdo do diametro do halo de inibicdo foram avaliados
os fatores concentracéo: 2, 3, 4, 5, 10 e 20 mg/L de NPAg, além do controle positivo
e do controle negativo; e como segundo fator as espécies, L. ivanovii, L. innocua e L.
monocytogenes. Realizou-se a andlise de variancia e as médias foram agrupadas pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

4.7.2 Concentracdo minima inibitéria

Para avaliacdo do percentual de reducdo da densidade otica, foi realizado
experimento em esquema fatorial, considerando como fatores as concentragdes de 2,
3, 4,5, 10 e 20 mg/L de NPAg e para as espécies L. ivanovii, L. innocua e L.
monocytogenes. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA),
as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5 % de significancia e a avaliacédo
da variavel quantitativa foi realizada pela ANOVA para o modelo e os indices da
regressdo. As andlises foram realizadas utilizando o Pacote ExpDes.pt (Ferreira,
Cavalcanti e Nogueira, 2013) para o software R (R-Core Team, 2021).

4.7.3 Avaliacao da acao das NPAg frente a Listeria spp. inoculadas

em amostras de frango desfiado temperado

Para a analise das contagens de L. innocua (UFC/g) em amostras de frango
desfiado respostas as concentragfes de 6,5 e 10 mg/L de NPAg ao longo do tempo
foi realizada analise de regresséo utilizando o Microsoft Excel, incluido no Pacote
Office 365.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo da sensibilidade de estirpes de Listeria spp.

Na determinacdo da sensibilidade de L. monocytogenes, L. ivanovii e L.
innocua as diferentes concentracdes de NPAg, ndo foi verificado interacédo
significativa entre os fatores estirpes e concentracdes de solugédo de NPAg, sendo os
mesmos avaliados isoladamente.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4, independente da
estirpe avaliada, foi possivel constatar inibicdo, caracterizada por diametro do halo
maior que 9mm, conforme parametros estabelecidos por Djenane et al. (2011), apenas
a partir de uma concentracdo de 10mg/L (50%).

O aumento na concentracdo da solucdo de NPAg para 20mg/L ndo promoveu

efeito significativo na inibicdo das estirpes, ndo sendo, portanto, recomendado.

Tabela 4 — Diametro do halo de inibicdo das solucBes contendo diferentes
concentractes de NPAg sobre as estirpes de Listeria spp.

ConcentragdoNPAg(mg/L) Diametro do Halo (mm)*
2 6,22 e
3 6,69 de
4 7,16 cd
5 7,86 C
10 9,17 b
20 9,55b
Branco 6,0f
Controle Positivo 61 a

Fonte: Dados da Pesquisa
*Média de trés repeticdes

Dalir et al. (2020) encontraram resultado semelhante quanto & concentracdo
inibitéria, na avaliagdo da sensibilidade por impregnacdo em disco, onde L.
monocytogenes e Staphylococcus aureus ou seja microrganismos Gram-positivos
somente passaram a ser inibidos a partir da concentracdo de 10 mg/L de NPAg. Os
autores associam a acdo a partir de concentracdo mais elevada do agente
antimicrobiano devido a estrutura da parede celular dos microrganismos Gram-
positivos e sua camada de peptideoglicano mais espessa.

De acordo com Azlin-Hasim et al. (2016), a maior resisténcia dos



34

microrganismos Gram-positivos aos antimicrobianos, em especial as NPAg, esta
associada as propriedades da estrutura celular, ja que estes possuem camada de
peptideoglicano mais espessa, o que dificulta acdo das NPAg, a qual envolve
penetracdo na célula bacteriana.

Valente et al. (2021), também observaram maior sensibilidade de
microrganismos Gram-negativos, frente as NPAg’'s, onde todas as estirpes de
Salmonella spp. expostas, apresentaram sensibilidade e acao efetiva da prata coloidal
a partir da concentracédo de 3 mg/L.

L. monocytogenes sao microrganismos que geralmente apresentam elevada
resisténcia a antimicrobianos. Segundo Jordan e Mcaulife, (2018), genes gacH e SSil,
indicativo de fator de resisténcia a situacfes de estresse, sdo atribuidos a L.
monocytogenes como um marcador genético que |he confere protecdo para
procedimentos de limpeza.

Na Tabela 5 sdo apresentados os resultados da avaliacdo da resisténcia das

estirpes estudadas, independente da concentracdo da solucdo de NPAg empregada.

Tabela 5 — Diametro do halo de inibicdo sobre estirpes de
Listeria spp frente a solucdo de NPAg

Estirpes Diametro do Halo de
inibicdo (mm)
L. innocua 6,25b
L. ivanovii 6,78 a
L. monocytogenes 6,75 a
CV (%) 7,53%

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de tukey a 5% de probabilidade.

Observou-se (Tabela 5) que L. innocua apresentou maior resisténcia (p<0,05),
guando comparado a demais estirpes estudadas, caracterizada pelo menor diametro
do halo de inibi¢cdo, independente da concentracdo da solucdo de NPAg avaliada. Nao
foi verificada diferenca significativa em relagdo a inibicdo de L. ivanovii e L.

monocytogenes, frente as concentracfes de NPAg estudadas.
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5.2 Avaliacao da concentracdo minima inibitoria

O teste de avaliacdo da concentracdo minima inibitéria (MIC), realizado em
microplacas também evidenciou a eficiéncia progressiva das NPAg’s conforme
aumento das concentracfes empregadas (Figura 6).

A andlise de regresséao linear para cada uma das bactérias em resposta a
concentracdes de NPAg seguiram modelos quadréticos, os quais foram significativos
apenas para L. innocua e L. monocytogenes. Estes modelos demonstram uma
inibicdo crescente até as concentracdes entre 11 e 15 mg/L, seguindo a reducéo para
a concentracdo de 20 mg/L. A inibicdo na concentracdo maxima foi maior para L.
monocytogenes em comparacao as outras duas espécies, o que demonstrou ser esta,
a cepa mais sensivel a acdo das NPAg.

Figura 6— Percentual de reducdo da densidade Optica, apds 48 horas de incubacao.

120

100 T

80
y =-0,583*x2 + 17,36*x - 14,693
R2=0,988; ; Modelo p <0,01
60 y = -0,4573x2 + 14,781x - 16,877
R2 =0,9306; Modelo p <0,05

Percentual de Inibigédo (%)

40 e
20 WS e
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Concentracdo de AgNP (mg/L)
e/ L.innocua e L. ivanovii L. monocytogenes

Fonte: Dados da Pesquisa

Assim, os resultados indicam que as estirpes de L. innocua e L. ivanovii
apresentaram maior resisténcia as NPAg’s quando comparadas a L. monocytogenes.
Khan et al. 2021, através do teste de microdiluicdes em placas encontrou
resultado préximo ao presente estudo como valor de MIC de 15,62 mg/L frente ao

microrganismo L. monocytogenes quando expostas a prata coloidal.
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Muthulakshmi et al. (2022) também consideraram que L. monocytogenes
necessitou de concentracdes elevadas de NPAg, superiores a 50% (10 mg/L), para

sofrer total inibicéo.

5.3 Medida da concentracdo minima bactericida.

Através do teste de macrodilui¢cdes, para a verificagdo da concentracdo minima
bactericida (MBC) para as estirpes de L. innocua, L. ivanovii e L. monocytogenes,
(Tabela 6), observou-se que independente da concentracdo avaliada, ndo houve
diferenca entre o tempo de exposi¢cdo as nanoparticulas, ou seja, para uma mesma
concentracéo, a resposta encontrada foi a mesma com 24 ou 48 horas de exposi¢ao
das estirpes.

Entretanto, a sensibilidade variou conforme a estirpe. L. monocytogenes
apresentou maior sensibilidade a solucdo de NPAg, sendo inibida a partir da
concentragéo de 5 mg/L, enquanto as estirpes L. innocua e L. ivanovii foram inibidas
a partir da concentracdo de 10mg/L. Importante destacar que o indculo inicial para

todas as estirpes estudadas foi padronizado para aproximadamente 108UFC/mL.

Tabela 6 - Concentracdo minima bactericida para L. monocytogenes, L. innocua

e L. ivanovii, expostas por 24 e 48h a diferentes concentragdes de NPAg.

Concentracao Tempo de

solucéo de exposicao L. monocytogenes L. innocua L. ivanovii
NPAg (mg/L) (horas)
> 24 + + +
48 + + +
3 24 + + +
48 + + +
4 24 + + +
48 + + +
5 24 - + +
48 + +
10 24 i i i
48 - -
20 24 ) ) )
48 - - -

Fonte: Dados da Pesquisa

Legenda: + N&o Inibic&o, - Inibicéo, resultado referente a 3 repeticbes.
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Lianou et al. (2023), ao avaliarem genoma de L. ivanovii identificaram a
presenca da proteina CRISPR (Clusters of Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats), a qual € um mecanismo de defesa encontrado no gene de alguns
microrganismos, possibilitando maior resisténcia a situacdes de estresses, como em
processos de higienizacdo. Tal mecanismo pode estar associado a maior resisténcia

desta estirpe, quando comparada a L. monocytogenes no presente estudo.

5.4 Avaliacdo da acdo das NPAg frente a L. innocua inoculadas em

amostras de frango desfiado temperado

Para a avaliagdo da efetividade do uso direto de NPAg em amostras de frango
desfiado temperado, optou-se por selecionar a cepa que apresentou maior resisténcia
ao antimicrobiano, de forma a garantir que, na eliminagdo da cepa mais resistente,
caso outro contaminante estivesse presente, provavelmente seria também eliminado.

Assim, para a simulagdo da contaminacao poés tratamento térmico, as amostras
de frango previamente cozidas e desfiadas, conforme processo adotado pela industria
parceira, foram separadas em por¢cdes de 100g, esterilizadas e inoculadas com 1 mL
de uma cultura contendo aproximadamente 108UFC/mL de L. innocua, garantindo
uma contagem inicial de 10* UFC/g no produto final.

Considerando que a concentra¢cdo minima inibitoria para L. innocua foi de 10
mg/L de NPAg, avaliou-se a adi¢cdo desta concentragdo e de uma concentragdo um
pouco inferior, de 6,5 mg/L de NPAg.

Observa-se (Figura 7) que na concentracdo de 10mg/L de NPAg, a contagem
inicial permaneceu praticamente constante até o segundo dia de armazenamento em
temperatura de refrigeracdo (2 a 8 °C) , enquanto na concentracdo de 6,5 mg/L de
NPAg constatou-se desenvolvimento de L. innocua previamente inoculada, com

apenas 2 dias de armazenamento sob as mesmas condi¢des.
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Figura 7 - Desenvolvimento de L. innocua (UFC/g) previamente inoculada, ao longo do

armazenamento (2 a 8°C) de frango desfiado.
9

y =0,0411% + 0,0196x + 4,0298 o
8 R2 = 0,9655

~

lgo UFC/mL
[ep)

Tempo (dias)
6,5 mg/L de NPAg 10 mg/L de NPAg
Fonte: Dados da Pesquisa

*Cl - Carga Inicial Inoculada no inicio do experimento.
Média de trés repeticoes

Apés 6 dias de armazenamento, independente da concentracdo de NPAg
empregada, houve um aumento da carga microbiana de L. innocua inicialmente
inoculada, demonstrando que ndo ocorreu o efeito inibitério desejavel, das NPAg
guando aplicadas diretamente sob amostras de frango desfiado, mas sim, uma
manutencdo da carga microbiana inicial, até aproximadamente 4 dias, na
concentragédo de 10mg/mL de NPAg.

Embora n&o tenha ocorrido reducao, sugere-se que quando a solu¢cao de NPAg
foi utilizada na concentracéo de 10mg/L, possa ter acontecido um prolongamento da
fase lag da cultura adicionada, mostrando um desenvolvimento mais lento quando
comparado ao desenvolvimento na presenca de solucéo de 6,5mg/L de NPAg.

De acordo com Thakur; Asrani e Patial, 2018, listeria € uma espécie bacteriana
que apresenta varios mecanismos de adaptagdo, como a capacidade de
sobrevivéncia e multiplicagdo em baixas temperaturas, através da modificacdo na
composi¢cdo da membrana, resultando num aumento de acidos graxos insaturados e

numa melhor fluidez na membrana, além da estimulacdo da expresséo do fator sigma
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de estresse geral (0B), que levara a transcricdo de genes responsaveis por acumular
solutos crioprotetores como glicina betaina e carnitina.

Além disso, em estudo realizado por Touche et al. (2023) foi possivel verificar
gue L. monocytogenes apresentou capacidade de incorporar, somente em baixa
temperatura (5 °C), acidos graxos a sua membrana e aumentar sua taxa de
crescimento, 0 que segundo 0s autores requer maior atencao a esse microrganismo
em produtos ricos em lipidios e conservados em temperaturas de resfriamento.

De acordo com Matsumura et al. (2003) os ions de prata podem se ligar aos
aminoécidos, cloretos, fosfatos e sulfuretos diminuindo assim a acdo antimicrobiana
da prata quando em contato a produtos processados devido a presenca de alta
concentracdo de proteina e sal. Tal caracteristica da prata, aliada as caracteristicas
de adaptabilidade do microrganismo empregado no presente estudo, podem justificar
o reduzido efeito da solucdo de NPAg durante a etapa de avaliacdo direta nas
amostras de peito de frango desfiado, uma vez que o efeito da inibi¢cao in vitro tenha

sido verificado.

6. CONCLUSOES

A solucdo de prata coloidal demonstrou acdo antimicrobiana quando em
contato direto para a estirpes de Listeria spp. na concentracdo de no minimo, 10 mg/L
de NPAg.

A solucdo de prata coloidal testada apresentou atividade bacteriostatica e
bactericida contra as estirpes de Listeria spp. e a reduc¢ao ocorreu proporcionalmente
ao aumento de sua concentragao.

A cepa de L. innocua demonstrou maior resisténcia quando comparada as
outras duas estirpes utilizadas no estudo, fato que levou a sua predilecéo para o teste
de simulacdo de pos contaminacdo em frango desfiado temperado.

N&o foi verificado efeito inibitorio da solucdo de NPAg sobre L. innocua
previamente inoculada em amostras de peito de frango cozido, desfiado e temperado,
guando usada diretamente no produto.

Este trabalho demonstrou importancia de se estudar esse microrganismo e seu
comportamento na matriz alimentar, devido a seus mecanismos de adaptacédo a
ambientes diversos e a fatores estressantes.

Posteriores estudos se fazem necessarios para evidenciar a possibilidade de
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utilizacdo das nanoparticulas de prata em produtos in natura, para aumento de shelf
life, avaliando a possibilidade de utilizacdo dos hanocompdsitos em outras etapas da

cadeia produtiva.
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