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RESUMO

O Brasil teve aumento expressivo no consumo da carne de aves e o0 setor precisa
garantir a qualidade sanitaria dos produtos, principalmente em relacdo a Sal/monella
spp. Considerando que nanoparticulas de prata podem mitigar o risco de contaminacao
por patdogenos em alimentos, objetivou-se com este trabalho, avaliar a reducao da
contagem de Salmonella Enteritidis e Typhimurium inoculadas em cortes de frango
apos exposicao a solugdao contendo nanoparticula de prata em condicdes de
refrigeracdao. Foi usada uma solucao teste de 5 mg/L de prata, contendo
nanoparticulas. As estirpes de Salmonella Enteritidis (ATCC 13076) e Salmonella
Typhimurium (ATCC 13311) foram padronizadas a concentracdao de 108 UFC/mL. Os
cortes utilizados foram o filé de peito e o coracdo e os parametros de resfriamento
foram aqueles praticados em um abatedouro de frangos de corte. Salmonellas foram
quantificadas em Petrifilm (3M). Com os resultados de trés repeticdes realizadas foram
determinados os valores médios. A reducdo de Sa/monella Typhimurium e Enteritidis,
quando expostas a solucao de prata foi, aproximadamente, de 2 log UFC/g para o filé
de peito e 3 log UFC/g para o coracao. Conclui-se que as estirpes de Salmonella spp.
avaliadas, foram consideravelmente sensiveis a solugdo coloidal contendo

nanoparticulas de prata nas condicoes utilizadas.
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1. INTRODUCAO

O Brasil encontra-se entre os 10 maiores produtores de alimentos do mundo,
com aumento expressivo na producao e consumo de carne. Em 2019, o volume
produzido foi de 25,9 milhGes de toneladas e o comércio internacional destacou-se por
exportar produtos como a carne bovina e de frango, que juntas, totalizaram 6,8
milhdes de toneladas, um aumento em volume de aproximadamente 8 % em relagao
a 2018 (EMBRAPA, 2019). Em 2020, a produgao de carne de aves superou 3,8 % e
sua exportacao 0,4 % em milhdes de toneladas, em relacao a 2019 (ABPA, 2021).

Para sua continuidade, o setor precisa garantir a confianca e a qualidade
sanitaria dos produtos com normas sanitarias e controle legal da producao,
considerando todos os riscos do processo, principalmente em relacao ao patdgeno
Salmonella spp.

Salmonella spp. € uma bactéria entérica presente em aves, Gram-negativa,
anaerdbia facultativa, ndo formadora de enddsporo. Essa bactéria é responsavel por
graves doencas de origem alimentar associada ao consumo de carnes de frango e ovos
contaminados (DANTAS, 2018).

Com relacao as salmonelas causadoras de doengas em humanos e animais, a
espécie entérica € a que mais se destaca podendo ser classificada em restritas, que
causam doengas em um individuo de espécie especifica; adaptadas, que infectam uma
espécie e ocasionalmente outras e, por fim, as nao adaptadas que infecta tanto animal
de sangue quente quanto frio. Exemplos sao Salmonella Enteritidis e Salmonella

Typhimurium, que causam gastroenterites em humanos (BRASIL, 2018).
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Para conté-las, entretanto, medidas preventivas e as boas praticas de manejo
e industrializacao da carne devem ser seguidas com controle e rigor, inclusive nas
etapas de processamento no abatedouro, naquelas consideradas criticas como é o
caso do pré-resfriamento e resfriamento em chiller.

Afim de assegurar a qualidade sanitaria dos produtos avicolas, Ferreira et al.
(2014) consideraram para uso, produtos de exclusao competitiva, acidos organicos,
probidticos, desinfetantes, vacinas, e glucanos e/ou mananoligossacarideos como
imunoestimulantes.

Nanoparticulas de prata apresentaram efeito bactericida e bacteriostatico contra
microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos em aplicacbes com alimentos de
origem animal. Arfat et al. (2017) aplicaram nanoparticulas de prata em embalagens
ativas e constataram efeito favoravel contra Listeria monocytogenes e Salmonella
Typhimurium.

Ao final de 2019, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou
a Instrucdo Normativa n° 60 que estabelece as listas de padrdes microbioldgicos para
alimentos prontos para oferta ao consumidor. Nessa instrucao, com intuito de
monitorar patdgenos causadores de enfermidades, foi inserido o padrao de Sa/monella
Enteritidis e Salmonel/a Typhimurium na categoria de produtos carne de aves (BRASIL,
2019).

Neste trabalho foi avaliada a reducao da contagem de Sa/monella Enteritidis e
Salmonella Typhimurium inoculadas em cortes de frango apds exposicao a solucao

contendo nanoparticula de prata em condigOes de refrigeracao.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Solucao padrao e solucao teste

A solucao padrdo utilizada continha nanoparticulas com tamanhos variando
entre 1 e 100 nm, na concentragao de 20 = 2 mg/L de prata e foi fornecida por um
dos parceiros do projeto.

A solucdo de teste foi preparada a concentracao de 5 mg/L de prata, apds diluir

a solucao padrao no solvente caldo Luria Bertani (LB), marca Sigma-Aldrich.

2.2 Preparo da amostra biologica

No preparo da amostra bioldgica foram utilizadas as estirpes de Sal/monella
Enteritidis (ATCC 13076) e Salmonella Typhimurium (ATCC 13311) mantidas sob
refrigeracao de -18 °C.

Em seguida, esses microrganismos foram reativados em Caldo Infusdao de
Cérebro e Coragao (BHI), marca Sigma-Aldrich, e incubadas por 24 h a 35 °C.
Posteriormente, cada estirpe foi repicada dos tubos com caldo BHI para o Agar Miieller-
Hinton, marca Sigma-Aldrich e incubadas a 35 °C por 24 h, para verificacao de sua
pureza. Por Ultimo, 3 a 5 col6nias foram transferidas para o caldo Luria Bertani (LB),
marca Sigma-Aldrich, seguindo da incubacao por 24 h a 35 °C, para obtencao de uma
cultura em crescimento ativo (BATTISTI, 2016).

As estirpes foram padronizadas a concentragao de 108 UFC/mL em escala

McFarland (0,5) por comparagao visual e confirmacao espectofotométrica através da
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leitora de microplacas de absorbancia modelo iMark Biorad (A=595 nm) (DUFFY et al.,

2018; NEFELOBAC, 2019).

2.3 Preparo da amostra de carne e exposicao a refrigeracao

Foram escolhidos dois produtos fornecidos pelo abatedouro parceiro desse

projeto para representar a matéria organica. Os parametros utilizados de resfriamento

foram aqueles praticados em um abatedouro de frangos de corte (Tabela 1).

Tabela 1 — Parametros de resfriamento

Parametros
Porcao Tem|(:fc|:'§|tura Tempo (min)
Filé de peito 4 50
Coragao 4 20

Fonte: BRASIL (1998)

Cada produto foi pesado individualmente, em frascos contendo 100 g cada e,
autoclavados a 121 °C por 30 minutos para garantia da esterilidade.

As amostras foram divididas e preparadas da seguinte forma:

Amostra teste — A amostra bioldgica padronizada a 108 UFC/mL foi ajustada
para 107 UFC/mL apos diluicao em caldo Luria Bertani, marca Sigma-Aldrich. De cada
porcao de produto estéril foi pesado 25 g €, em seguida, contaminada com 0,25 mL
do indculo (Sa/monella Typhimurium e Sa/monella Enteritidis, separadamente) a 107
UFC/mL. Por fim, cada amostra recebeu 225 mL do diluente (agua peptonada 1 %,

marca Difco) contendo a solucao teste a 5 mg/L de prata;
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Amostra positiva — Foi preparada igual a amostra teste. Entretanto, cada
amostra recebeu 225 mL do diluente (agua peptonada 1 %, marca Difco) sem solucao
teste a 5 mg/L de prata;

Branco - Foi pesado 25 g de cada amostra estéril e, em seguida, adicionado
225 mL do diluente (agua peptonada 1 %, marca Difco) contendo a solugao teste a 5
mg/L de prata.

Apos o preparo das amostras, todas foram homogeneizadas por 1 minuto, em
homogeneizador Stomacher marca Marconi, modelo MA 440/GF e entao encaminhadas
para a geladeira, com controle de temperatura e tempo conforme parametros da

Tabela 1.

2.4 Quantificacao de Sa/monella spp.
Apos o periodo de exposicao a refrigeracdo, as amostras foram analisadas em
Petrifilm (3M) de Enterobactérias para quantificacdo da Sal/monella spp. presente

(AOAC 2003.01).

2.5 Analise estatistica dos dados
Com os resultados de trés repeticoes realizadas foram determinados os valores

médios.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
A exposicao das amostras de frango contaminadas com Salmonella

Typhimurium e Sa/monella Enteritidis em solugdo contendo nanoparticulas de prata
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resultou em uma reducao de, aproximadamente, 2 log UFC/g do numero de
microrganismos presentes na amostra teste de filé de peito, em relacdao a sua amostra
positiva e, aproximadamente, 3 log UFC/g do niumero de microrganismos presentes
na amostra teste de coragao, em relacao a sua amostra positiva (Tabela 2).

A contagem inicial das amostras positivas foi de aproximadamente 10.000

UFC/g.

Tabela 2 — Redugao microbiana da solucao de prata a 5 mg/L contendo
nanoparticulas.

. Filé de peito Coracao
Estirpes Branco Amostra
Salmonell (UFC/g positiva Contage % Contage %
m o m o
a ) (UFC/g) (UFC/g)* "@dUus0 (ypc gy«  redugdo
;yph'm“”“ 0 10.000 329 96,71 58 99,42
Enteritidis 0 10.000 147 98,53 27 99,73

Fonte: Dados da pesquisa
*Média de trés repeticoes.

As etapas de pré-resfriamento e resfriamento das carcacas de frangos de corte
sao extremamente importantes para o processo de abate. Nelas ocorrem a redugao
da temperatura das carcacas e com isso a velocidade de multiplicagao da microbiota
existente. Essas reducdes podem ser reforcadas pela adicao de cloro ou outros
compostos com acao antimicrobiana. O resfriamento é a etapa onde a temperatura de
saida da carcaca do chiller deve estar entre 0 e 7 °C e a temperatura da agua nao
deve ser superior a 4 °C (BRASIL, 1998).

Nessas condicbes, Zabot (2016), comparando compostos clorados e acidos

organicos na reducao da contaminacado da carne de frango contaminada artificialmente
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(coxa de frango) com Salmonella spp., submetida a refrigeragao, comprovou que o
acido latico teve maior efetividade, reduzindo o crescimento em 4,82 log UFC/g (100
%), seguido do hipoclorito de sddio (5,0 mg/L) e dicloro (60 mg/L) que reduziram o
nuimero desse microrganismo em 1,06 (22 %) e 0,97 log (20 %) UFC/qg,
respectivamente. Por fim, o hipoclorito de sddio (0,5 mg/L), reduziu apenas 0,56 log
UFC/g (11,62 %) de Salmonella spp., sendo pouco expressiva em relagao aos demais
compostos testados.

Nicolau (2016), comparando a eficacia de diferentes concentracdes do acido
latico na eliminacdo da bactéria Sa/monella Enteritidis, encontrou resultados
satisfatorios quando empregou 0,2 e 5 % apds o resfriamento, observando maior
eficacia na concentracdo mais alta, que foi de 5 %. Esse mesmo autor encontrou uma
eficiéncia de 96,3 % do hipoclorito de sédio (5 mg/L) na eliminacdao de Sa/monella spp.
No entanto, estudos demonstraram que somente concentracoes proximas a 1.200
mg/L de cloro ativo na agua do chiller seriam capazes de eliminar 99,9 % dos
microrganismos da carcaca, nao sendo permitido por legislacao e ainda sendo risco na
formacgao de tri-halometanos (GOMIDE & RAMOS & FONTES, 2014).

O resultado obtido neste trabalho com a solugdo contendo nanoparticula de
prata foi superior aos resultados apresentados por esses autores com compostos
clorados, que é atualmente a solu¢do mais utilizada em chiller dentro de abatedouros.
Ao menos 2 log UFC/g foram reduzidos do microrganismo Sa/monella, mostrando boa
eficiéncia.

A propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas, aliadas a area superficial, a

pequena diferenca de tamanho entre as nanoparticulas (10° m) e bactérias (10 m)
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e reatividade quimica facilitam a entrada nos microrganismos provocando a sua morte
ou reduzindo seu crescimento com efeitos menos tdxicos para o tecido circundante.
Podem atuar como catalisadores para formar as espécies reativas de oxigénio (ROS)
que geram estresse oxidativo as células microbianas (KAILASA et al., 2019).

Mathew et al. (2019) testaram a eficiéncia de nanocompositos contendo prata
na reducao da carga microbiana em amostras de salsicha de frango e conseguiram
uma boa acao antimicrobiana contra Sa/monella Typhimurium quando empregaram
em filme biodegradavel contendo a mistura, o qual também se mostrou barreira contra
a luz e resistividade a agua, o que seria fator de aumento da sheff /ife do produto.

Zarpelon et al. (2016) estudaram a eficiéncia bactericida de peliculas finas
compostas por nanoparticula de prata no tratamento de agua residuaria industrial e
chegaram a uma eficiéncia de 93 % para o grupo coliformes presentes inicialmente.
Kumar & Bhattacharya & Das (2020) aplicaram nanoparticulas de prata na agua
potavel de granjas a uma concentragdo de 50 mg/L e também obtiveram resultados
satisfatorios de reducado para o grupo coliformes.

Uma das preocupacoes do uso de nanoparticulas de prata seria o efeito sobre
0S microrganismos presentes no trato intestinal e sobre as células humanas. Em testes
para avaliagao desse efeito, Yu et al. (2019) verificaram a liberagao de ions de prata
e obtiveram resultados antimicrobianos contra Escherichia coli e Listeria
monocytogenes, sem comprometer, portanto, as células do cdlon e por isso verificaram
como alternativa de aplicagao em embalagem de alimentos ativos.

Cueva et al. (2019) utilizaram de um simulador dindmico do trato

gastrointestinal humano e descartaram quaisquer alteragoes na distribuicao de fluido
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intestinal e também mudangas significativas na composicao e atividade metabdlica
(proteolitica) da microbiota intestinal quando um suposto humano se alimentou com
nanoparticulas de prata estabilizadas com glutationa liquida.

Esses resultados corroboram com o trabalho por confirmarem a eficiéncia da
nanoparticula de prata contra microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos,

incluindo estirpes de Salmonella spp.

4. CONCLUSAO

A solucao coloidal contendo 5 mg/L de prata com particulas e tamanhos
nanométricos foi eficiente contra Sa/monella Typhimurium e Enteritidis inoculadas em
cortes de frango em condicOes de refrigeracao, podendo ser aprimorada como
alternativa para compostos clorados que sao atualmente utilizados nos chillers.

Estudos posteriores ao longo de toda a cadeia produtiva do frango de corte sao
promissores, visto os bons resultados obtidos, inclusive considerando também a
possibilidade de impregnar em recipientes e equipamentos que estarao em contato

direto com a ave viva ou com seu produto, com foco em reducao de Salmonella spp.
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