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RESUMO

O consumo de alimentos como frutas e hortalicas vem crescendo juntamente com a
busca por uma alimentacdo mais saudavel. Neste contexto, 0 morango se destaca por
seu valor nutritivo e também por ser uma fruta saborosa e atraente. Porém, nas
condices brasileiras por ser colhido préximo a sua maturacéo fisioldgica, as perdas em
qualidade pds-colheita sdo altas. Filmes poliméricos com nanoparticulas (NPs)
metalicas tém sido utilizados em embalagens alimenticias, dispondo de propriedades
que contribuem para a manutencdo da qualidade de frutas e hortalicas e, dentre estas, as
nanoparticulas de prata (NPsAg) vem se destacando pela sua acdo antimicrobiana.
Objetiva-se nesse trabalho avaliar a qualidade pés-colheita de morangos embalados em
filmes contendo NPsAg e filmes convencionais (sem adicdo de NPs). Para tanto, filmes
comerciais de polietileno de baixa densidade (PEBD) contendo NPsAg foram
caracterizados através de microscopia eletronica de varredura (MEV), Espectroscopia
no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Termogravimetria (TGA),
Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) e Difracdo de Raio X (DRX), além da
avaliacdo da atividade antimicrobiana dos filmes. Para avaliar o efeito destes filmes na
qualidade fisico-quimica e microbioldgica de morangos, os seguintes experimentos
foram realizados: (I) morangos embalados com filmes PEBD e PEBD+NPAg
armazenados em camara fria a 5 e a 25°C por nove dias, foram avaliados por meio de
analises fisico-quimicas e microbiol6gicas a cada trés dias; (II) morangos embalados
com filmes PEBD e PEBD+NPAg foram armazenados a 5 e a 20°C por nove dias, e
submetidos as mesmas analises. Para investigar mais detalhadamente o efeito
antimicrobiano das embalagens, dois outros experimentos foram realizados inoculando
0s morangos com Eschechiria coli: (I111) morangos inoculados com E. coli a uma
concentracdo inicial de 10° UFC mL™, armazenados a 5°C por dez dias, sendo
realizadas analises microbioldgicas e fisico-quimicas a cada dois dias; e (IVV) morangos
inoculados com E. coli a uma concentracio inicial de 10° UFC mL™, armazenados a
10°C por dez dias, sendo realizadas apenas analises microbioldgicas a cada dois dias. A
adicdo de NPsAg na matriz de PEBD néo interferiu nas propriedades térmicas e nas
propriedades fisico-quimicas dos filmes. Os filmes contendo NPsAg apresentaram
atividade antimicrobiana contra micro-organismos Gram-positivos e Gram-negativos,
com maior efetividade contra Gram-negativos. A qualidade fisico-quimica dos

morangos foi afetada principalmente pela temperatura e pelo tempo de armazenamento.
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A acdo antimicrobiana das NPsAg quando aplicadas nas embalagens de morango foi
efetiva na diminuicdo da populagdo microbiana nos morangos. A agdo antimicrobiana e
a manutencdo da qualidade pos-colheita apresentada pelas embalagens de polietileno
com NPsAg pode ser um indicativo de uso para outras frutas e hortalicas, podendo
auxiliar na diminuicdo das perdas pos colheita, e contribuindo para questdes de

seguranca do alimento.

Palavras-chave: Fragaria x ananassa Duch, nanotecnologia, qualidade

microbiologica, qualidade pds-colheita, embalagem, polietileno de baixa densidade.
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ABSTRACT

The consumption of fruits and vegetables has been growing due to the efforts for a
healthier diet. In this context, strawberry can be highlighted for its nutritional value and
for being a tasty and attractive fruit. However, on Brazil conditions, for being harvested
near its physiological maturity, losses in post-harvest quality are high. Polymeric films
containing metal nanoparticles (NPs) have been used in food packaging, once they
present properties that contribute in maintaining the quality of fruits and vegetables. For
instance, silver nanoparticles (AgNPs) stands out for its antimicrobial action. The goal
of this work was to evaluate the post-harvest quality of strawberries packed in
polymeric films containing AgNPs and conventional net polymeric films (without NPs).
For this purpose, commercial low-density polyethylene films (LDPE) containing
AgNPs were characterized by scanning electron microscopy (SEM), Infrared
Spectroscopy Fourier Transform (FTIR), thermogravimetry (TGA), Differential
Scanning Calorimetry (DSC) and X-Ray Diffraction (XRD), antimicrobial activity tests.
For evaluating the films influence on the physical-chemical and microbiological quality
of strawberry, the following experiments were performed: (I) strawberry packaged in
LDPE and LDPE+AgNP films were stored in cold chamber at 5 and 25 °C for nine
days, where physical-chemical and microbiological analyzes were carried out at every
three days; (I1) Strawberry packaged by LDPE and LDPE+AgNP films were stored in
cold chamber at 5 and 25 °C for nine days, and were submitted to the same physical-
chemical analysis. To investigate in more details the antimicrobial effects of packaging,
two experiments were carried out with strawberry inoculated by E. coli: (IlI) firstly,
strawberry inoculated with E. coli with an initial concentration of 1028 CFU mL™ were
stored at 5°C for ten days; subsequently, the physical-chemistry and microbiological
analyses were carried out; and (V) strawberry inoculated with E. coli with an initial
concentration at 10° CFU mL™ were stored at 10°C for ten days; subsequently, the
microbiological analyses were carried out at every two days. Adding AgNPs on LDPE
matrix did not influence the thermal and physical-chemical properties of films. Films
containing AgNPs showed antimicrobial activity against Gram-positive and Gram-
negative microrganims. Physical-chemical quality of strawberry was affected mainly by
temperature and storage period. AgNPs contained in LDPE packaging was efficient on
controlling microbial population growth. Antimicrobial activity and post-harvest quality

attained by polyetilene films containing AgNPs may be an indicative for using such
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type of active packing for other fruits and vegetables, which can help decreasing post

harvest losses, and may contribute to improve food safety.

Keywords: Fragaria x ananassa Duch, nanotecnology, microbiological quality post
harvest quality, packaging, low density polyetilene, embalagem, polietileno de baixa
densidade.
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1. INTRODUCAO

O avancgo no crescimento da cadeia produtiva de frutas e hortalicas depende de
acles no setor produtivo e na distribuicdo do alimento, continuando até o consumidor
final (CAMARGO FILHO e CAMARGO, 2009). O morango vem se destacando, nao
somente por seu valor nutritivo, mas também por ser uma fruta de sabor agradavel e de
facil consumo in natura. Apesar do valor da producdo nacional ter atingido no ano 2006
155,5 milhdes de reais, (IBGE, 2014), um fator limitante para 0 aumento no consumo
do morango é sua vida pos-colheita curta. O morango, fruto ndo-climatério, possui alta
atividade metabolica, sofrendo rapida degradacédo, tornando-se passivel de ataque de
patdgenos, dificultando ainda mais sua conservagdo. Desta forma, investir em
tecnologias que aprimorem a conservagdo pos-colheita do morango é uma maneira de
minimizar as perdas, apresentar um produto com melhor aparéncia e auséncia de sinais
de deterioracdo, agregando valor a fruta, aumentando assim sua comercializacdo e
consumo.

Uma forma de minimizar as perdas poés-colheita na cadeia produtiva €
desenvolver embalagens ativas que ultrapassam suas funcdes essenciais. As embalagens
tém como funcdo intrinseca conter, proteger, transmitir informacfes Uteis e expor
visualmente o produto nela acondicionado, preservando ao maximo sua qualidade e
criando condic¢bes que minimizem alteracBes quimicas, bioquimicas e microbioldgicas
que causam sua degradacdo (AZEVEDO, 2012). Desenvolver embalagens com
propriedade antimicrobiana pode prolongar a vida Gtil dos morangos, assegurando sua
qualidade, e diminuindo as perdas p6s-colheita.

As nanoparticulas de pratas (NPsSAg) possuem a¢do antimicrobiana, intervindo
no crescimento microbiano com aplicacdo na area das ciéncias médicas, quimica,
bioldgicas, farmacéuticas, e com potencialidade de aplicacdo em diversos produtos
(DURAN et al., 2010). Quando aplicadas em um polimero, as NPsAg podem melhorar
as propriedades das embalagens, promovendo maior flexibilidade das embalagens,
durabilidade e estabilidade a temperatura (AUGUSTIN e SANGUANSRI, 2009;
CHAUDHRY e CASTLE, 2011). Devido a sua propriedade antimicrobiana, as NPsAg
presentes nas embalagens poliméricas podem inibir a proliferacdo microbiana presente
nos alimentos, que € um importante atributo para a sua preservacdo (MOURA,
MATTOSO e ZUCOLOTTO, 2012).

O uso de embalagens com NPsAg pode ser considerado uma estratégia

nanotecnoldgica, pois potencializa as propriedades e funcionalidades de embalagens
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para morango, o que pode ampliar a vida pos-colheita desse fruto. Diante do exposto,
este trabalho visa investigar a qualidade pds-colheita utilizando analises fisico-quimicas
e microbioldgicas dos morangos embalados por filmes contendo nanoparticulas de prata
e filmes convencionais, armazenados em diferentes temperaturas.

Para tanto, filmes com NPsAg foram adquiridos por uma empresa especializada
e caracterizados pelas seguintes técnicas: imagens de microscopia eletronica de
varredura (MEV), Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR), Termogravimetria (TGA), Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) e
Difracdo de Raio X (DRX), além da avaliacao do efeito antimicrobiano dos filmes.

A qualidade pos-colheita de morangos embalados com filmes contendo NPsAg
previamente caracterizados, foi avaliada por meio de andlises fisico-quimicas e
microbiologicas ao longo de um periodo de armazenamento em determinada
temperatura. Desta forma, diversos experimentos foram realizados variando as
condicBes influentes na qualidade pds-colheita. No Experimento | 0s morangos
embalados foram armazenados por nove dias em duas temperaturas: a 5°C, simulando a
temperatura de refrigerador e a 25°C, simulando a temperatura ambiente. Para o
Experimento 1l optou-se por uma temperatura de armazenamento menos agressiva a
conservagdo dos morangos, consistindo no armazenamento de morangos embalados
com os filmes em questdo a 5 e a 20°C.

Com o proposito de explorar ainda mais a avaliacdo antimicrobiana dos filmes
contendo NPsAg, foram realizados mais dois experimentos (lll e IV) emergindo os
morangos previamente sanitizados em um in6culo de Escherichi coli, em concentracgfes
e temperatura de armazenamento diferentes. No Experimento Ill, os morangos foram
inoculados com E. coli a uma concentragdo 102 UFC mL™, armazenando-os a 5°C por
dez dias, e no Experimento 1V a concentragdo do indculo utilizado foi de 10° UFC mL™,
armazenando-os a 10°C também por dez dias, porém sendo avaliados somente com
analises microbioldgicas. Nos Experimentos 11 e IV as embalagens contendo morangos
foram seladas a vacuo a fim de alcangar maior superficie de contato entre 0os morangos e
as embalagens, potencializando assim a atividade bactericida dos filmes, uma vez que a
atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata ocorre pelo contato com o micro-
organismo (Braga e Peres, 2010).

Este trabalho prop@e contribuir para o desenvolvimento de estratégias para uma

melhor conservacdo pds-colheita de morangos, aumentando assim o seu potencial de

Pagina | 4



Aplicacao de filmes com nanoparticulas de prata na conservacdo de morangos

comercializacdo, com diminuicdo das perdas, proporcionando ganhos para a cadeia

produtiva e de consumo.
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2. OBJETIVOS

Objetivos Gerais
Avaliar a qualidade pds-colheita e microbioldgica de morangos embalados por
filmes contendo nanoparticulas de prata e por filmes convencionais, armazenados sob

diferentes temperaturas.

Objetivos especificos
(1) Caracterizar filmes de polietileno de baixa densidade com e sem
nanoparticulas de prata;
(2) Avaliar a atividade antimicrobiana dos filmes contendo em sua composi¢ao
nanoparticulas de prata;
(3) Avaliar a qualidade fisico-quimica e microbiolégica de morangos
embalados com filmes com nanoparticulas de prata e filmes convencionais,

armazenados sob diferentes temperaturas de refrigeracao.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.Morango

O morangueiro (Fragaria x ananassa Duch) pertence a familia Rosaceas e é
caracterizado por ser uma planta rasteira, com caule que gera folhas ovaladas e flores
com pétalas geralmente brancas. As flores do morangueiro séo bissexuais e auto-férteis
compostas por pétalas livres, lobuladas, brancas ou avermelhadas ordenadas ao redor do
receptaculo floral proeminente (Fig. 1). Apds a fecundagéo o receptéculo se transforma
no pseudofruto carnoso (morango) e os pequenos pontos aderidos na superficie dos
morangos sdo os frutos verdadeiros, morfologicamente chamados de aquénios,
popularmente assemelhados a sementes (SANTOS, 1993; BORTOLOZZO et al., 2007;
PIMO, 2009).

Pedunculo

Calice

Receptaculo
\ floral

Estame

Receptaculo floral

(poipa) 3 __,_j"'
/

Ovario
Sépala Apice

Pétala

Aquénio

Figura 1. Representacdo morfoldgica da flor do morangueiro e do morango (Adaptado de Pimo (2009).

Em 2012, a producdo mundial de morangos foi de 4,5 milhGes de toneladas,
sendo os Estados Unidos o maior produtor (1,3 milhdes de toneladas), seguido pelo
México (360,4 mil toneladas) e Turquia (353,2 mil toneladas) (FAOSTAT, 2014). No
Brasil, a producdo de morango chegou a 72,2 mil toneladas, de acordo com o Censo
Agropecuério de 2006, ultimo dado fornecido pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), tendo a Regido Sudeste como maior produtora, responsavel por
68,8% da producdo brasileira (IBGE, 2014). O estado de Minas Gerais € 0 maior
produtor (55,7%), seguido pelos estados do Rio Grande do Sul (13,6%), Parana (8,7%)
e Sdo Paulo (7,0%) (IBGE, 2014).

3.2.Qualidade pdés-colheita, consumo e comercializacdo de morangos
O grande interesse pelos morangos é devido ao seu valor nutricional, por ser

uma boa fonte de vitamina C, antocianinas e flavonoides e por apresentar coloracdo
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atrativa vermelha brilhante e odor caracteristico (MORAES et al., 2008; ODRIOZOLA-
SERRANO, SOLIVA-FORTUNY e MARTIN-BELLOSO, 2010). A comercializagio
dos morangos € limitada principalmente por serem pereciveis e manuseados sob
condi¢cdes ambientais que promovem a perda de qualidade, além de serem sensiveis a
danos mecanicos, a perda de agua e a deterioracdo fisiologica (CANER, ADAY e
DEMIR, 2008; BRAGA, 2012).

A qualidade de frutas e hortalicas € composta de varios fatores como aparéncia
visual (frescor, cor, defeitos e deterioracdo), textura (firmeza, resisténcia e integridade
do tecido), sabor e aroma, valor nutricional e seguranca do alimento. Fatores envolvidos
na cadeia produtiva do morango também contribuem negativamente na qualidade pos-
colheita e consequentemente na comercializacdo da fruta. Dentre esses fatores, 0s que
causam maiores impactos sobre a qualidade do morango sdo: (i) danos mecanicos
causados pelo manuseio inadequado; (ii) exposicdo das frutas a temperaturas elevadas
prejudiciais a sua conservacao, (iii) contamina¢fes microbiol6gicas provenientes de
fontes de contaminacgdo no cultivo e da falta de higiene e sanitizacdo no manuseio e

processamento do produtos (iv) transporte inadequado (BRAGA, 2012).

Por ser um fruto ndo-climatérico, 0 morango tem sua respiracdo diminuida
gradualmente e seus atributos sensoriais ndo se alteram apds a colheita, motivo pelo
qual é colhido proximo a sua maturacdo (FLOR-CANTILLANO, BENDER e
LUCHSINGER, 2003). Por essa razdo, 0 morango possui vida pos-colheita muito curta,
com alta atividade metabdlica, tornando-se um dos frutos mais pereciveis (FLOR-
CANTILLANO, BENDER e LUCHSINGER, 2003; BRACKMANN, HUNSCHE e
BALEM, 2012). Além disso, os danos fisicos causados pela colheita, transporte e
comercializacdo, permitem que o morango seja suscetivel ao ataque de micro-
organismos patdgenos, causando perdas nutritiva, qualitativa e econdmica (VAN DER
STEEN et al., 2002; BRACKMANN, HUNSCHE e BALEM, 2012). Devido a elevada
carga microbiana do morango e por ser altamente perecivel, torna-se necessaria a
incorporacdo de métodos que aumentem a estabilidade microbiologica preservando
assim as caracteristicas nutricionais (PATRAS et al., 2009).

As pesquisas em tecnologia de alimentos vém sendo focadas na conservacao de
produtos in natura, com o proposito de prolongar a sua vida Gtil tal como manter as
qualidades nutricionais e sensoriais do alimento (MORAES et al., 2008; MOURA,
MATTOSO E ZUCOLOTTO, 2012). Entretanto, conservar frutos por longos periodos
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sem que ocorra a perda das caracteristicas do alimento fresco ainda é um desafio (VAN
BUGGENHOUT et al., 2009). Acredita-se que ao incorporar nanoparticulas de prata em
matriz polimérica para desenvolver embalagens de alimentos, é possivel inibir o
crescimento microbiano e assim auxiliar na conservacdo do produto e prolongar a vida
atil.

A embalagem promove a protecdo dos frutos quanto a danos fisicos, ataques de
patdgenos e desidratacdo, além de limitar os danos causados pelo excesso de
manipulacdo até chegar ao consumidor, visto que a senescéncia é acelerada por danos
mecanicos, sendo uma das principais causas de perdas poés-colheita de morango
(FERREIRA et al., 2009). Prolongar a vida util do morango, mesmo que por poucos
dias, é muito significativo para a logistica de distribuicdo da producdo. O uso de
tecnologias para o desenvolvimento de embalagens com propriedades adicionais podera
manter a qualidade dos morangos até chegar ao consumidor. Bender e colaboradores
(2010) utilizaram embalagens de polietileno de baixa densidade, aliado a atmosfera
modificada, e obtiveram vida Gtil de até seis dias para morangos ‘Verdo’ e ‘Carmosa’,
em temperatura de armazenamento de 1 a 4°C. Brackmann, unsche e Balem (2012)
concluiram que o aumento da espessura de filmes que envolvem morangos prolonga
sua vida Gtil pela limitacdo das trocas gasosas com o0 meio, isto €, com a modificacdo da
atmosfera ao redor do fruto, ocorre diminuicdo da respiragdo com acumulo de CO, no

interior da embalagem.

3.3.Nanotecnologia aplicada no desenvolvimento de embalagens

As embalagens tem como funcdo conter, proteger e vender o alimento nela
acondicionado, preservando a qualidade do produto (SARANTOPOULOS e MORAES,
2009). Os polimeros estdo entre os principais materiais que compBe as embalagens,
sendo 0 segmento com maior representatividade de producdo no Brasil
(SARANTOPOULOS e REGO, 2012). Dentre estes polimeros o que se destaca na
producdo de embagens estd o polietileno de baixa densidade (PEBD). O polietileno é
um termopléastico parcialmente cristalino com propriedades dependentes da quantidade
relativa de fases amorfas e cristalinas, cujas unidades sdo planares que formam cadeias
perpendiculares ao plano da cadeia principal (Fig. 2) (COUTINHO, MELLO e SANTA
MARIA, 2003). O PEBD ¢ obtido por técnicas de alta pressdo, o que produz muitas

ramificagOes ao longo de sua cadeia (Fig. 2). As ramificagOes longas permitem que a
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estrutura cristalina de PEBD tenha maior desordem quando comparado com outros tipos
de polietileno, como por exemplo o polietileno de alta densidade, resultando em um
produto flexivel (PISTOR, CHEISA e ZATTERA, 2010).

PEBD = %
Ramificagoes

de cadeia curta

I
c

i
_..C_

]
H H |,

Figura 2. Estrutura molecular do polietileno e ilustracdo da ramificagio de PEBD (modificado de
COUTINHO, MELLO e SANTA MARIA, 2003).

As embalagens ativas apresentam funcGes além das tradicionais apresentadas
pelas embalagens alimenticias. Esta inovagdo permite prolongar a vida atil dos
alimentos além de manter sua qualidade e sua seguranca contra micro-organismos
deteriorizantes (REALINI e MARCOS, 2014). Muitas inovacdes na industria das
embalagens alimenticias devem-se ao uso de nanotecnologias que permitem melhorar
e/ou adicionar propriedades das embalagens.

A nanotecnologia esta relacionada a aplicacdo de particulas ou interfaces com ao
menos uma dimensdo na escala de 1 a 100 nm (1 nm é correspondente a 10° m),
contemplada nas ciéncias dos materiais (SAHOO, PARVEEN e PANDA, 2007). A
faixa correspondente aos nanomateriais € a mesma em que se encontram algumas
moléculas, como a hemoglobina , e estdo a uma escala inferior as dimensées celulares,
como por exemplo, a bactéria Escherichia coli que mede em média 5 um (Fig. 3). A
nanotecnologia vem sendo aplicada em diferentes produtos em todo o mundo e em
diversas areas. O Brasil, assim como outros paises de economia de base agropecuaria,
tem desenvolvido programas especificos em nanotecnologia com aplicacdo no setor

agroindustrial, de meio ambiente, farmacéutico e alimenticio (ASSIS, 2012).
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Figura 3. Escala de comprimento para contextualizacdo das nanoparticulas (Modificado de:
GOESMANN e FELDMANN, 2010).

As propriedades de diversos elementos se alteram com a diminuicdo do
tamanho, podendo adquirir novas caracteristicas. A mudanca nas propriedades, derivada
do tamanho dos elementos, € a singularidade proporcionada pela nanotecnologia
(CUSHEN et al., 2012). As propriedades das nanoparticulas deve-se ao aumento da
relacdo da area superficial e volume (ANNAMALAI et al., 2013) como ilustrado na Fig.
4. Por apresentar maior area superficial, as propriedades dpticas, mecénicas, quimicas e
biologicas de nanoparticulas sdo diferentes quando comparadas com materiais de
mesma composicdo quimica na escala macro. Este fato permite a aplicacdo de
nanomateriais em diversos produtos, explorando as diferentes propriedades intrinsecas
(AUGUSTIN e SANGUANSRI, 2009).

Pagina | 11



Aplicacéo de filmes com nanoparticulas de prata na conservagdo de morangos

» i j >
A
qzwff
f1ijece
il
ifﬂf
- :{'F' A
= 1cm — > 1mm - : 10 nm =
Comprimentoda Numero Volume Area superficial
arestados cubos  de cubos dos cubos dos cubos
1cm 1 1 cm? 0.0006 m-
1 mm 10° 1cme 0.006 m:-
1 pm 1072 1 cm?® 6 m’
1 nm 104 1 ey’ 6000 m*

Figura 4. Modelo ilustrando a éarea superficial dos nanomateriais (Modificado de: GOESMAN e
FELDMANN, 2010).

A nanotecnologia esta presente em toda a cadeia produtiva dos alimentos, desde
a sua producédo até seu processamento e embalagem (FAO/ WHO, 2012). A literatura
explora as caracteristicas e aplicacbes da nanotecnologia no setor alimenticio
(CHAUDHRY et al., 2008; BRADLEY, CASTLE e CHAUDHRY, 2011,
CHAUDHRY e CASTLE, 2011; DUNCAN, 2011; ASSIS, 2012), com atencdo maior
ao setor de embalagens, explorando suas potencialidades, a interacdo com o0s alimentos
(LLORENS et al., 2012), potencial toxicidade (YANG et al., 2009) e até impactos
sociais do uso da nanotecnologia em alimentos (SILVA, PREMEBIDA E CALAZANS,
2012). Longano e colaboradores (2012) desenvolveram embalagens para alimentos com
base no nanocomposito de acido polilatico (PLA) contendo NPs de cobre combinando a
atividade antimicrobiana das NPs de cobre com a biodegradabilidade da matriz
utilizada. Moura, Mattoso e Zucolotto (2012) incorporaram NPSAg em matriz de
hidroxipropil metilcelulose (HPMC) para aplicagdo em embalagens alimenticias. Costa
e colaboradores (2011) avaliaram o uso de NPs antimicrobianas de prata-
montmorillonita (Ag-MMT) no melhoramento da vida atil de salada de frutas frescas.
(KANMANI e RHIM, 2014) exploraram as propriedade fisico-quimicas de filmes
antimicrobianos composto por gelatina com NPAg para uso como embalagens para

alimentos. Zhou e colaboradores (2011) avaliaram o efeito de embalagens de PEBD
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com prata nanoestruturada na qualidade de macds minimamente processadas. Li e
colaboradores (2009) avaliaram a utilizacdo de embalagem de polietileno contendo
NPAg e NPTiO, na conservagéo de jujubas chinesas.

As NPsAg tém uma ampla aplicacdo comercial devido a sua atividade
bactericida, sendo incorporadas em materiais da area médica (implantes, tecidos
utilizados em hospitais e curativos), sapatos, roupas, aparelhos de ar condicionados e
recipientes para o armazenamento de alimentos (FAO e WHO, 2009; PASCHOALINO,
MARCONE e JARDIM, 2010; DALLAS, SHARMA e ZBORIL, 2011). O mecanismo
de acdo das NPsAg se baseia no contato com a superficie do alimento e,
consequentemente, com a superficie dos micro-organismos. Sabe-se de alguns possiveis
mecanismos de acdo das NPsAg e de outras NPs face aos micro-organismos, descritos a
seguir, porém ainda é necessario mais esforcos para compreender e explorar ainda mais

as potencialidades dessas NPs.

3.4. Nanoparticula de prata e sua atividade antimicrobiana

Varios estudos tém sido desenvolvidos para compreender o mecanismo de acdo
das NPsAg, suas interagdes com 0s micro-organismos tal como o grau de toxicidade
para diferentes cepas bacterianas (DALLAS, SHARMA e ZBORIL, 2011; POTARA et
al., 2011). Ha diversas hipdteses quanto ao mecanismo de acdo das NPsAg (Fig. 5).
Morones e colaboradores (2005) detectaram a presenca de NPsAg por meio de imagens
de microscopia eletronica de transmissdo (MET) da membrana celular, bem como do
interior da bactéria. Segundo os autores (SONDI e SALOPEK-SONDI, 2004,
MORONES et al., 2005; KIM et al., 2007; EGGER et al., 2009; KIM et al., 2011), o
mecanismo de entrada das NPs na bactéria ocorre pela alta afinidade da prata com o0s
compostos de fosforo e enxofre presentes nas proteinas de membrana das bactérias. As
NPsAg podem também se acumular na membrana plasmatica, alterando sua
permeabilidade e morfologia, causando a morte celular (SONDI e SALOPEK-SONDI,
2004; RAFFI et al., 2008). No interior da bactéria, as NPsAg também tendem a interagir
com proteinas e com o DNA, que contem fosforo e enxofre em sua composicao. Essas
possiveis interagdes podem provocar mudangas morfologicas na membrana e no DNA
das bactérias, afetando a cadeia respiratoria e a divisdo celular até provocar a morte
celular (MORONES et al., 2005).
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Figura 5. llustragdo dos possiveis mecanismos de acdo das NPsAg contra as bactérias.

Outro possivel motivo do efeito antimicrobiano das NPsAg é a liberacéo de ions
de prata (Ag") a partir de sua superficie quando em meio aquoso (MORONES et al.,
2005; RAFFI et al., 2008; EGGER et al., 2009; CHERNOUSOVA e EPPLE, 2013). O
efeito potencializado e singular das NPs ocorre em consequiéncia de seu tamanho e
elevada superficie de contato, que potencializa a liberacio de Ag® (EGGER et al.,
2009). A carga positiva dos ions de prata é atraida eletrostaticamente pelas cargas
negativas presentes na membrana celular das bactérias (DIBROV et al., 2002; KIM et
al., 2007). Ag" também interagem com os grupos tiol de enzimas vitais para o bom
funcionamento da célula bacteriana, podendo inativa-la. Da mesma forma, as interacGes
dos Ag* com o DNA podem influenciar na sua capacidade de replicacdo, agindo assim
como agente antimicrobiano (SINGH et al., 2008). Feng e colaboradores (2000)
observaram gue a membrana celular se destacou da parece celular bacteriana e formou
lacunas em sua extensdo quando colocou cepas de E. coli e S. aureus em contato com
ions de prata.

A presenca de radicais livres ROS (Reactive Oxidative Species — espécies
reativas de oxigénio) em tecidos bioldgicos e meios aquosos, como o anion superoxido
(O2) e radical hidroxila (OH"), podem intervir na reacdo de oxidacdo das NPsAg
resultando em ions de prata (Ag"), os quais podem inibir o o crescimento microbiano,
como descrito anteriormente (DOIRON, PELLETIER e LEMARCHAND, 2012). As
NPsAg sdo potenciais geradores de ROS que também podem causar danos na
membrana das bacterias. Kim e colaboradores (2011) reportaram a presenca de radicais

livres gerados das NPsAg que induziu danos na membrana celular bacteriana e também
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alterou a conformacéo das proteinas de membrana, danificou 0 DNA e alterou sistemas

intracelulares, como a cadeia respiratoria.
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4. METODOLOGIA

4.1.Caracterizacao de Filmes com nanoparticulas

Neste trabalho, foram utilizados filmes planos de polietileno de baixa densidade
(PEBD) e filmes de PEBD aditivados com nanoparticulas de prata no formato de sacos.
Ambos os filmes foram produzidos e cedidos por uma empresa especializada em
solucdes nanotecnoldgicas. Estes filmes foram caracterizados quanto a seguintes

técnicas:

4.1.1. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV):

As caracteristicas morfologicas dos filmes contendo nanoparticulas de prata
foram analisadas a partir de imagens de microscopia eletronica de varredura. Os filmes
foram cortados e fixados nos porta-amostras (stub) para adquirir imagens de superficie.
Para as imagens do corte transversal (fratura), os filmes sofreram fratura criogénica para
depois serem fixados nos porta-amostras. Apos esses procedimentos, as amostras foram
recobertas com carbono numa evaporadora e analisadas no MEV, a fim de investigar
sua morfologia, e no microscopio eletrdnico de varredura com emissao de campo (FEG-
SEM), para possivel visualizacdo das nanoparticulas de prata. O mapeamento por EDS
(Energy Dispersive X-Ray) foi realizado para investigar a distribuicdo das

nanoparticulas de prata sobre o filme.

4.1.2. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC):

A identificacdo de eventos endotérmicos e exotérmicos durante o aquecimento
das amostras de filmes contendo nanoparticulas, bem como a temperatura de fuséo (Ty)
e entalpia de fusdo (AH;) foram avaliadas por meio de analises de calorimetria
diferencial de varredura, no equipamento DSC Q100 (TA - Instruments). Os ensaios
foram realizados no intervalo de temperatura de 10 a 200°C, com taxa de aquecimento
de 10°C min™ e fluxo de nitrogénio mantido a 60 mL min™, utilizando 10 mg da

amostra em um porta amostra de aluminio selado.
4.1.3. Termogravimetria (TGA):
As andlises de termogravimetria foram realizadas para quantificar a perda de

massa sofrida com o aumento da temperatura, verificando a estabilidade térmica dos
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filmes nanoparticulados. Foi utilizada 10 mg da amostra em uma termobalanca TGA-
Q500 (TA Instruments), com taxa de aquecimento de 10°C min™ e faixa de
aquecimento de 10 a 800°C. O fluxo de ar sintético e de nitrogénio foi mantido a 60 mL
min™.
4.1.4. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR):

Para analisar os grupos funcionais presentes nos filmes adquiridos foi utilizada a
técnica de FTIR. Amostras de cada tratamento foram analisadas em espectrometro
Paragon 1000 Perkin—Elmer. As medi¢bes foram obtidas com 64 varreduras, com

leitura na faixa de nimero de onda de 4000 a 400 cm™ com resolucéo de 4 cm™.

4.1.5. Difracdo de Raio X (DRX):

As técnicas de DRX foram utilizadas para obtencdo dos difratogramas de Raio X
do filme contendo NPsAg, a fim de conhecer os arranjos atdmicos. Foi utilizado o
equipamento XRD Shimadzu-6000. As amostras dos filmes foram colocadas em um
suporte de vidro padrdo para serem introduzidos na camara de geracdo de Raio Xsob
tensdo de aceleracdo de 30 kV, com corrente de 30 mA e a velocidade de 0,5° por

minuto. Cada amostra foi varrida com 20 entre 3 e 90°.

4.2.Avaliagéo do efeito antimicrobiano dos filmes

Para avaliar a atividade antimicrobiana dos filmes com NPsAg foram realizados
testes de difusdo em agar e analise de eficiéncia antimicrobiana de acordo com a horma
JIS Z 2801: 2000, descritas a seguir. Todas as analises microbioldgicas deste trabalho

foram realizadas no Laboratdrio de Amostras Bioldgicas da Embrapa Instrumentacao.

4.2.1. Teste de sensibilidade de antimicrobiano por disco-difusao:

Para avaliar a capacidade dos filmes antimicrobianos em inibir o crescimento de
micro-organismos foi empregada a norma NCCLS — Documento M2-A8). Foram
utilizadas cepas bacterianas de Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus
aureus (ATCC 25923). Os in6culos desses micro-organismos foram preparados por
meio de isolamento e incubacdo a 37°C e 32°C, respectivamente, por 24 horas. As
placas de Petri contendo agar Muller-Hinton foram inoculadas com 100 pL de uma
cultura inéculo a 1 a 5 x 10 UFC mL™ previamente ajustado comparando com a
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turbidez da escala McFarland. Sobre a superficie do agar o inoculo foi espalhado com o
auxilio de uma alga de Drigalsky previamente flambada, inoculado e em seguida foram
colocados discos dos filmes estudados, com diametro de 1,5 cm, previamente
esterilizados com alcool 70% por 15 minutos. As placas foram incubadas a 37°C para E.
coli e 32°C para S. aureus por 24 horas e 0s halos de inibi¢cdo formados foram medidos,
incluindo o didmetro do disco (NCCLS, 2003)

o Teste bactericida segundo norma JIS Z 2801: 2000

Para avaliar quantitativamente a atividade antimicrobiana dos filmes, foram
utilizados testes in vitro baseados na norma JIS Z 2801:2000 “Antimicrobial products —
Test for antimicrobial activity and efficacy” (JAPANESE INDUSTRIAL STANDARD,
2000). No ensaio foram utilizadas cepas de bactérias Gram-negativa (Escherichia coli -
ATCC 25922) e de bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus - ATCC 25923).
Todos os meios de cultura, solugdes e instrumentos utilizados foram previamente
esterilizados em autoclave a 121°C por 20 minutos. Os testes foram realizados com um
micro-organismo de cada vez seguindo 0s passos a seguir:

e Pré-cultura de bactérias:

Com uma alca de inoculacdo, cada micro-organismo teste foi repicado, em
triplicata, a partir de uma cultura estoque para tubos contendo Caldo Nutriente
(Apendice 1) e incubados em estufa a 35 £ 1°C por 16 a 20 h.

e Preparacdo das amostras testes:

Os filmes de PEBD com NPAg foram cortados em trés quadrados de 50 x 50
mm?, compondo os corpos-de-prova teste, e seis quadrados de 50 x 50 mm? de filmes de
PEBD, compondo os corpos-de-prova controle. Para os filmes de cobertura foram
cortados nove quadrados dos filmes de PEBD na dimensdo 40 x 40 mm?. Os filmes
foram embebidos em etanol 70% em uma placa de Petri, dentro de um fluxo laminar,
por um periodo de aproximadamente 15 minutos. Em seguida, todos os filmes foram
secos em placas de Petri individuais.

e Inoculagéo e incubacéo

Para cada micro-organismo, foi preparada uma suspensdo bacteriana com
aproximadamente 6x10° UFC mL™, diluindo o inéculo reativado em meio de suspensio
composto por 1:500 Caldo Nutriente. Para alcancar essa concentracdo microbiana foi
utilizado um espectrémetro de Ultravioleta-Visivel (UV-Vis), no comprimento de onda

Pagina | 18



Aplicacéo de filmes com nanoparticulas de prata na conservagdo de morangos

625 nm, comparando a turvacdo do indculo com a escala Mc Farland 0,5 (estimada a
1,5x10° UFC mL™).

Com o auxilio de uma micropipeta, 400 puL do in6culo foi adicionado em cada
corpo-de-prova, o qual na sequéncia foi coberto com o filme de cobertura,
pressionando-o cuidadosamente para que o inéculo se espalhasse uniformemente na
area do filme de cobertura (Fig. 6). Foram inoculados seis corpos-de-prova controle e
trés corpo-de-provas teste. Trés corpos-de-prova foram usados para estimar a populacéo
inicial considerando as células viaveis logo apos a inoculacdo (T,). Trés placas com
corpo-de-prova controle e trés com os corpos-de-prova dos filmes PEBD+NPAg foram
incubadas em estufa a 35 + 1°C por 24 h. A incubacéo foi feita dentro de um recipiente
de plastico com tampa e dentro foram colocados papéis toalhas umedecidos com agua

destilada para manter a umidade do meio.

Cultura estogue

Iniculo Inscule

incubacko 2 6.10° UFC mL
por 16-20h

1 Placa de Petri

2 Corpo-de-prova

3. Filme de cobertura (PEBD)
4. Inoculo

Incubacio por 24 h

Figura 6. Fluxograma ilustrativo do teste antimicrobiano segundo norma JIS Z 2801: 2000.

e Recuperacdo e contagem dos micro-organismos viaveis (T,):

Imediatamente apds a inoculacdo dos corpos-de-prova, adicionou-se 10 mL de
Caldo SCDLP (Apendice I) em cada uma das trés placas com corpos-de-prova controle.
Os filmes foram lavados repetidamente com o Caldo SCDLP com o auxilio de pipetas
de Pasteur, para a homogeneizagdo das bactérias. Em seguida, diluiu-se o Caldo SCDLP
apos a lavagem em Solucdo Salina Tamponada com Fosfato (Apendice 1) até a dilui¢éo
decimal 102 Para a contagem de micro-organismos recuperados foi utilizada a técnica
de pour-plate, adicionando-se, em triplicata, uma aliquota de 100 pL de cada dilui¢éo

em placas de Petri, vertendo o meio de cultura PCA (Plate Count Agar) (Apendice 1)
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sobre o indculo e homogeneizando adequadamente. As placas foram incubadas a 35 +
1°C por 24 horas. A contagem feita ap6s o tempo de incubago, expressa em UFC mL™,
foi realizada nas placas que apresentaram de 30 a 300 UFC pL™ e esse valor foi
multiplicado pelo inverso da diluicéo.

e Recuperacao e contagem de micro-organismos com 24 h de contato (Tz4):

Apobs 24 h de incubacdo, foram adicionados 10 mL de Caldo SCDLP nas trés
placas com corpo-de-prova controle e nas trés placas com os corpos-de-prova teste.
Estes filmes foram lavados e foi realizada diluicdo seriada em Solugdo Salina
Tamponada com Fosfato até 10™. Para cada diluicdo foi transferido 100 pL para a placa
de Petri, em triplicata, vertendo em seguida o meio de cultura PCA e homogeneizando
adequadamente. As placas foram incubadas a 35 £ 1°C por 24 h. A contagem ocorreu

da mesma forma em que no To.

4.3.Avaliacéo da qualidade po6s-colheita e microbiolégica de morangos

Avaliar a qualidade pds-colheita de frutas e hortalicas € necessario para verificar
as condicOes dos alimentos, visando garantir um produto com qualidade para o
consumidor final. A qualidade pds-colheita de morangos embalados nos filmes
estudados foi avaliada quanto a analises fisico-quimicas e microbiolégicas ao longo de
um periodo de armazenamento em determinada temperatura. Para essa finalidade, foram
realizados diversos experimentos variando as condi¢des influentes na qualidade pos-
colheita, a seguir descritos:

4.3.1. Experimento I: Avaliacio pds-colheita e microbiologica de morangos ‘Oso
Grande’ embalados em filmes contendo nanoparticulas de prata em

diferentes temperaturas.

No primeiro experimento os morangos utilizados foram da cultivar ‘Oso
Grande’, os quais foram colhidos manualmente na cidade de Valinhos — SP, no ponto
de colheita ¥ maduro a ¥ maduro, tendo de 70 a 75% de cor vermelha brilhante na
superficie dos frutos. Apéds a colheita, 0s morangos foram transportados imediatamente
sob refrigeracdo para a Embrapa Instrumentacdo, em Séo Carlos — SP. Os morangos
foram selecionados quanto a cor, dimensdo e condicGes fitossanitarias, buscando

padronizacdo da matéria-prima (Fig. 7).
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Plantagdo de morango (Valinhos - SP) Colheita dos morangos Sele¢do dos morangos

Figura 7. Fluxograma ilustrando a colheita e seleco dos morangos utilizados no experimento.

Aproximadamente 170 g de frutos foram acondicionados em sacos (x10x14 cm)
confeccionados com filmes PEBD com e sem nanoparticulas de prata, os quais na
sequéncia foram selados e o produto final armazenado em camara fria a 5°C
(temperatura de geladeira doméstica) e a 25°C (temperatura ambiente) por nove dias de
armazenamento (Fig. 8 e 9). O experimento foi conduzido com quatro tratamentos como
listado na Tab. 1. As analises fisico-quimicas e microbioldgicas foram realizadas a cada

trés dias durante o periodo de armazenamento.

Embalagem dos morangos Selagem das embalagens Armazenamento do produto
em camara-fria

Figura 8. Fluxograma ilustrando a embalagem e armazenamento de morangos.

s Wi
Filmes PEBD Filmes PEBD + NPAg

Figura 9. Produto final do Experimento I: morangos embalados em filmes convencionais (PEBD) e com
filmes contendo NPsAg (PEBD+NPAgQ).
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Tabela 1. Descri¢do dos tratamentos avaliados no Ensaio |I.

Temperatura Tratamentos Descricao
. PE 5°C Morangos embalados em filmes de PEBD sem NPAg armazenado a 5°C
>C NP 5°C Morangos embalados em filmes de PEBD com NPAg armazenado a 5°C
. PE 25°C Morangos embalados em filmes de PEBD sem NPAg armazenado a 25°C
e NP 25°C Morangos embalados em filmes de PEBD com NPAg armazenado a 25°C

e Analises fisico-quimicas:

As analises fisico-quimicas realizadas neste experimento foram:

o Perda de massa fresca:
A perda de massa fresca foi determinada através da balanca digital AS 2000C,
acompanhando as mesmas embalagens ao longo dos dias de armazenamento, sempre em
triplicata. Os valores de perda de massa, expressos em porcentagem, foram

determinados seguindo a equacao a seguir:

my —m,
PM(%) = m—X 100
0

Em que:
PM (%) corresponde a perda de massa fresca expresso em porcentagem;
mo corresponde a massa inicial do produto no dia O de armazenamento e

m¢ corresponde a massa correspondente ao dia de analise realizado.

o Firmeza:

A firmeza dos morangos foi avaliada utilizando-se o texturémetro digital de
bancada TA.XT.Plus Texture Analyser® e os resultados foram expressos em Newton
(N). A forca de compresdo aplicada usando um probe de 4 mm de diametro, velocidade
de 10 mm s* , distancia de penetracdo de 2 mm e é4rea de contato de 12 mm? Foram
realizadas duas medidas para firmeza, uma na epiderme dos frutos (regido externa) e
outra na regido central de um corte transversal dos frutos (regido interna) como

representado na Fig. 10.
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Figura 10. Determinacdo da firmeza de morangos: (A) regido central do corte transversal e (B) epiderme
(regido externa) dos morangos.

o pH:
Os valores de pH dos morangos foram obtidos em potenciébmetro de bancada
Quimis Q400A a partir da homogeneizacdo do morango (INSTITUTO ADOLFO
LUTZ, 1985).

o Acidez titulavel (AT):

A AT foi determinada a partir da titulacdo de 10 mL do extrato, obtido da
homogeneizacdo de 10 g de morango com 50 mL de agua destilada, com NaOH 0,1 M
até que a amostra alcangasse pH 8.1 (GOULAS e MANGANARIS, 2011) (Fig. 11). Os
resultados foram expressos em gramas de &cido citrico por 100 mL (AOAC, 1997-
método 942.15).

Figura 11. Determinacédo da Acidez Titulavel de morangos.
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o Teor de solidos solaveis (SS):
Os SS foi quantificado inserindo-se porgdes do morango homogeneizado em
refratbmetro de bancada Atago RX-5000cx. Os resultados foram expressos em °Brix
(AOAC, 1997 - método 932.12) (Fig. 12).

Figura 12. Determinacéo do Teor de Solidos Soluveis em refratbmetro.

o Ratio:

Foi obtido por meio da relagéo entre o teor de solido soluvel e acidez titulavel.

o Acido ascorbico (AA):

O teor de AA foi determinado em amostra homogeneizada de morango com
acido oxalico 0,5%, a 5 °C, titulada com reativo de Tillmans (2,6-diclorofenolindofenol
de sodio a 0,1%). Os resultados foram expressos em mg por 100 mL de suco
(RANGANA, 1977).

o Coloragéo:

As coloragdes dos morangos foram determinadas através do colorimetro
HunterLab MiniScan XE Plus, com amostras avaliadas no sistema L, a* e b* (color
space) proposto pela Comission Internationale de I'Eclairage (CIE), uma vez que 0s
valores L, a* e b* sdo dada pelo equimapento ao realizar a leitura (Fig.13 e 14). Os
resultados foram expressos em luminosidade (L), angulo hue (°h) e cromaticidade (C*),
conforme férmula a seguir:
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h° = tan"'(b/a)

¢t = (@) + (b")?

Figura 13. Determinacdo da Coloracdo da superficie dos morangos embalados com filmes de PEBD e de
PEBD com NPsAg.
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Figura 14. Espaco de cores CIE.

e Analises Microbioldgicas:

As andlises foram efetuadas em por¢des de 20 g de frutos, lavados em &gua
peptonada 1% estéril com volume proporcional, constituindo a diluicdo 10™%. A diluicdo
107 foi obtida pipetando-se 1 mL da solugdo em 9 mL de 4gua peptonada esterilizada
(1%) e a partir desta, a diluicdo 107, Decorrido o tempo de incubagdo para cada micro-
organismo, foi feita a contagem das col6nias. A média aritmética da triplicata foi
multiplicada pelo respectivo valor de diluicdo. Os resultados foram expressos UFC mL™
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de produto (DOWNES; ITO, 2001). Este procedimento foi utilizado para as analises dos

seguintes micro-organismos:

Contagem total de bolores e leveduras: placas Petrifilm™ 3M, aprovado e oficializado
pela AOAC (método 997.02), foram inoculadas com 1 mL de cada diluicdo em
duplicata. As placas foram incubadas a 25°C durante 3 a 5 dias para leitura dos
resultados.

Micro-organismos aerébios meséfilos: placas Petrifilm™ 3M, AOAC (método 990.12),

foram inoculadas com 1 mL de cada diluicdo em triplicata. Apos plagueamento, as
placas para contagem total de aerébios mesdfilos foram incubadas a 35 °C, durante 48 h,
conforme instrugdes do fabricante.

Micro-organismos do grupo dos coliformes totais: foram utilizadas placas Petrifilm™

3M, aprovado e oficializado pela AOAC (método 991.14). Foram inoculadas com 1 mL
de cada diluicdo em triplicata. As placas foram incubadas a 35 °C por 24 h para
posterior leitura dos resultados.

Para verificar a presenca de Salmonella sp nas amostras foi utilizado o Kit
Tecra™ 3M. Em frascos autoclavaveis com tampa, foi feito o pré-enriquecimento de
cada amostra utilizando-se a dgua peptonada de lavagem (HUGHES et al., 2003) . Os
frascos foram incubados em estufa, a 35°C por 24 horas. Decorrido o periodo de
incubagcdo, foi feito um tratamento térmico a 100°C por 15 min e, apds, inoculados 200
1g da amostra nos Kits. Os kits foram incubados a 35°C por 24 horas, de acordo com
instrucGes do fabricante. Apds a incubacdo, foi feita a leitura dos resultados. A presenca

de Salmonella foi caracterizada pela mudanca de coloragdo nos pocos do Kit.

4.3.2. Experimento Il: Avaliacdo pds-colheita e microbioldgica de morangos
‘Albion’ embalados em filmes contendo nanoparticulas de prata em

diferentes temperaturas.

No segundo experimento os morangos cv. ‘Albion’ foram colhidos na cidade de
Estiva — MG e transportados sob refrigeracdo para Embrapa, Sdo Carlos — SP onde foi
selecionado quanto a cor, tamanho e condicdes fitossanitarias. Para padronizar a carga

microbiana intrinseca do morango, esses foram sanitizados em solugéo de 200 mg L™
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de Sumaveg® (dicloroisocianurato de sédio dihidratado e coadjuvante) e drenados em
gazes estéreis (PONCE et al., 2010) (Fig. 15).

Figura 15. Sanitizacdo dos morangos antes de serem embalados.

Os morangos foram embalados em sacos (10 x 14 cm) de PEBD com e sem
nanoparticulas de prata, selados e armazenados em camara-fria a 5°C e 20°C por nove
dias (Tab. 2). Os morangos foram analisados por meio de analises fisico-quimicas
(perda de massa fresca, pH, acidez titulavel, teor de solidos soluveis, ratio, teor de acido

ascorbico, textura, coloracdo) conforme descrito para o Experimento 1.

Tabela 2. Descri¢éo dos tratamentos avaliados no Experimento II.

Tratamentos Descricao
PE 5°C Morangos embalados em filmes de PEBD sem NPAg
. armazenado a 5°C.
>e NP 5°C Morangos embalados em filmes de PEBD com NPAg
armazenado a 5°C.
PE 20°C Morangos embalados em filmes de PEBD sem NPAg
20°C armazenado a 20°C.

NP 20°C Morangos embalados em filmes de PEBD com NPAg

armazenado a 20°C.

As amostras foram analisadas a cada dois dias quanto a contagem de micro-
organismos mesofilos, bolores e leveduras. Foram retirados dois morangos de cada
triplicata compondo uma amostra mista, na qual foi adicionado o proporcional em agua
peptonada estéril e realizada dilui¢do seriada. Para cada dilui¢do foi plaqueado 1 mL e
vertido o0 meio de cultura, utilizando a técnica pour-plate, em que o meio de cultura é
arrefecido até 45°C e ainda no estado liquido é vertido na placa de Petri contendo o
indculo. Para cada micro-organismo o ensaio foi realizado em triplicata para cada

diluicdo. Os micro-organismos investigados foram:
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o Contagem de Micro-organismos Aerdbios Mesofilos: utilizando o meio
de cultura Caldo de Triptona de soja (TSB - Tryptic Soy Broth) (Apendice 1) ,
incubando a 35°C por 24 h.

o Contagem de Bolores e Leveduras: utilizou-se 0 meio de cultura PDA
(Potato Dextrose Agar) (Apendice 1) incubando a 25°C por 2 a 3 dias.

o Determinagdo da presenca/auséncia Salmonella sp: Para esta anélise foi
utilizado o kit Tecra™ 3M. Em frascos autoclavaveis com tampa, foi feito o pré-
enriquecimento de cada amostra utilizando-se a 4gua peptonada de lavagem (HUGHES
et al., 2003) . Os frascos foram incubados em estufa, a 35°C por 24 horas. Decorrido o
periodo de incubacdo, foi feito um tratamento térmico a 100°C por 15 min e, apos,
inoculados 200 pg da amostra nos kits. Os kits foram incubados a 35°C por 24 horas, de
acordo com instrucGes do fabricante. Apés a incubacdo, foi feita a leitura dos resultados.

A presenca de Salmonella foi caracterizada pela mudanca de coloracdo do kit inoculado.

4.3.3. Experimento Ill: Avaliacdo fisico-quimica e microbiolégica de morangos
‘Albion’ inoculados com Escherichia coli a 108 UFC mL™ embalados em

filmes contendo nanoparticulas de prata e armazenados a 5°C.

O Experimento Il teve o enfoque de investigar com maior intensidade a
atividade antimicrobiana dos filmes contendo nanoparticulas de prata, emergindo 0s
morangos previamente sanitizados em uma suspensao de bactérias para depois embalar
0s morangos com os filmes estudados. O objetivo deste experimento foi avaliar a
atividade dos filmes na conservacdo de morangos contaminados com uma carga
microbiana pré-determinada.

Para tanto, morangos ‘Albion’ foram colhidos na cidade de Estiva — MG e
transportados para a Embrapa Instrumentacdo, em S&o Carlos — SP. Os morangos foram
padronizados quanto a cor, dimensdo e condi¢des fitossanitarias. Uma solucdo de 200
mg L de Sumaveg® (dicloroisocianurato de sédio dihidratado e coadjuvante) foi
utilizada para sanitizar os morangos que foram drenados em gazes estéreis (Fig. 16 A e
B) (PONCE et al., 2010).

e Preparacdo da cultura de Escherichia coli
A preparagdo da suspensdo bacteriana foi iniciada com 24 h antecedente ao

experimento por meio da reativagéo da Escherichia coli (ATCC 25922) a partir de uma
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cultura estoque armazenada sob refrigeracdo. Uma unidade formadora de col6nia foi
propagada em meio TSB liquido, incubada a 35 °C por 24 h. Ap6s o periodo de
incubagdo foi preparado 2 L de suspensdo microbiana, obtendo cultura vidvel de
aproximadamente 10® UFC mL™ utilizando &gua salina estéril (8,5 g NaCl L™).
e Inoculagdo dos morangos

Os morangos, previamente sanitizados, foram imersos na suspensao de E. coli, em
condicBes estéreis, sendo agitada suavemente por 5 min, sendo entdo drenados sob
papel aluminio estéril por 30 min, segundo metodologia adaptada de Takala et al.
(2012) (Fig. 16 C e D).

e Embalagem e armazenamento

Apds a etapa de inoculacdo, os morangos foram embalados em sacos de PEBD
com NPsAg (NP-E.coli) e em sacos de PEBD (PE-E.coli), compondo os tratamentos
positivos. Para compor 0s tratamentos negativos, morangos sanitizados e néo
inoculados foram armazenados em sacos de PEBD com NPsAg (PE- neg) e em sacos
PEBD (PE-neg) (Tabela 3). Foram colocados quatro frutos em cada embalagem, em
triplicata, de cada tratamento e esta foi selada a vacuo para que o contato filme-morango
fosse alcangado. As amostras foram armazenadas em camara-fria a 10°C por 10 dias
(Fig. 16 Ee F).

Figura 16. Etapas do ensaio com inoculacdo de E. coli: (A) sanitizacdo dos morangos selecionados, (B)
drenagem dos morangos em gazes estéreis, (C) inoculagdo dos morangos, (D) drenagem dos morangos
em papel aluminio estéril, (E) embalagem e selagem a vacuo e (F).
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Tabela 3. Descri¢éo dos tratamentos avaliados no Experimento 111.

Tratamentos Descricéo

NP-E.coli  Morangos inoculados com E. coli embalados em filmes de
PEBD com NPAg.

Trat. Positivos

] PE-E.coli  Morangos inoculados com E .coli embalados em filmes de
(inoculados)
PEBD sem NPAg.
) NP-Neg Morangos nédo inoculados com E .coli embalados em filmes
Trat. Negativos
de PEBD com NPAg.
PE-Neg Morangos ndo inoculados com E .coli embaldos em filmes

(n&o inoculados)
de PEBD sem NPAg.

Os morangos foram avaliados a cada dois dias por meio das analises fisico-
quimicas e microbioldgica. As analises fisico-quimicas contempladas foram: perda de
massa fresca, textura, acidez titulavel, teor de solidos sollveis, ratio, teor de acido
ascorbico e coloragdo, conforme metodologia descrita no Experimento I (item 4.3.1).

As analises microbiologicas foram feitas para a contagem de Enterobactérias a
partir da lavagem dos morangos em agua peptonada 0,1% estéril por 1 minuto,
formando uma amostra composta a partir da triplicata, sendo essa a diluicdo 10™. Para
cada diluicdo, fez-se em tubo falcon com 9 mL de agua peptonada 0,1% e 1 mL da
diluicdo anterior. Depois de realizada a diluicdo da amostra composta, foi transferido 1
mL de cada diluicdo para placas de Petri estéreis, e em seguida foi vertido meio de
cultura MacConkey Agar (Acumedia®) (Apendice ).

4.3.4. Experimento IV: Avaliacio microbiologica de morangos ‘Albion’
inoculados com Escherichia coli a 10° UFC mL™ embalado em filmes

contendo nanoparticulas de prata armazenados a 10°C

O Experimento IV teve por objetivo avaliar o efeito antimicrobiano dos filmes
com NPAg em morangos inoculados com uma suspensdo microbiana com menor
concentracdo de bactérias. Para alcangar esse objetivo, morangos do cultivar ‘Albion’
foram colhidos na cidade de Estiva — MG e transportados até a Embrapa Instrumentacéo
em S&o Carlos — SP. Os morangos foram sanitizados e inoculados com E. coli na

concentragéo 10%, seguindo a metodologia descrita no Experimento I11.
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Ap0s a inoculacdo, os morangos foram embalados com filmes de PEBD com
NPAg (NP-E.coli) e com filmes de PEBD sem NPs (PE-E.coli), compondo o0s
tratamentos positivos. Morangos sanitizados e ndo inoculados foram embalados também
com filmes de PEBD com NPAg (NP-neg) e com filmes de PEBD sem NPs (PE-neg)
compondo os tratamentos negativos (Tab.4). Todas as embalagens foram seladas a
vacuo e armazenados em camara fria a 10°C por 10 dias. A cada dois dias, 0s morangos
foram analisados quanto a contagem de Enterobactérias, utilizando o meio de cultura

MacConkey (Apendice 1) seguindo o procedimento descrito no Experimento I1I.

Tabela 4. Tratamentos avaliados no Ensaio 1V.

Tratamentos Descricdo

NP-E.coli Morangos inoculados com E. coli e embalados com filmes
de PEBD com NPAg.

Trat. Positivos

PE-E.coli Morangos inoculados com E. coli e embalados com filmes

(inoculados)
de PEBD sem NPAg.

NP-Neg Morangos néo inoculados com E. coli e embalados com

Trat. Negativos )
filmes de PEBD com NPAg.

PE-Neg Morangos néo inoculados com E. coli e embalados com

(ndo inoculados) .
filmes de PEBD sem NPAg.

e Andlise estatistica

A analise dos dados, referentes as analises fisico-quimicas e microbioldgicas dos
experimentos descritos acima, foi realizada através da analise de variancia com medidas
repetidas no tempo, utilizando o software ¢ o IBM SPSS Statistics versdo 19. Nos casos
em que a condigéo de esfericidade da matriz de covariancias néo foi satisfeita, utilizou-
se a correcdo de Geisser e Greenhouse para os graus de liberdade (LITTELL, HENRY e
AMMERMAN, 1998; PEREIRA et al., 2013). Regressdes foram ajustadas a partir dos
resultados da analise de variancia. O nivel de significancia adotado para todas as

analises foi de 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Caracterizacao de filmes com nanoparticulas

Os filmes contendo nanoparticulas de prata utilizados como embalagem
apresentavam espessura de 6 um e apresentavam algumas imperfei¢cdes ao longo dos
filmes, como pode-se observar na imagem de microscopia optica, com aumento de 400x
(Microscopio marca Nova 107, objetiva 40) (Fig. 17).

Figura 17. Imagem de microscopia éptica (Objetiva.40, aumento de 400x) de filme de PEBD aditivado
com prata.

5.1.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As imagens de microscopia eletronica de varredura foram realizadas para
caracterizar morfologicamente os filmes com nanoparticulas de prata. A Fig. 18 mostra
a imagem de MEV da amostra obtida de filme fraturado de PEBD com NPsAg e a
analise de EDS (Energy Dispersive X-Ray) correspondente. O mapeamento dos
principais elementos quimicos que compde a amostra esta ilustrado na Fig. 19 Nota-se
que ha a presenca de silicio, compondo 17,35% da composicdo da amostra,
evidenciando a presenca do carreador, na forma de silica (SiO;), das NPSAg na matriz
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polimérica. A silica mesoporosa pode ser utilizada como suporte para nanoparticulas
metalicas, devido a sua estrutura estavel, elevada superficie de contato, tamanho e
volume ajustdvel dos poros, permitindo maior aproveitamento das propriedades
especificas das nanoparticulas (ESPINOSA et al., 2004). Com a capacidade de controlar
0 tamanho e a morfologia dos poros de silica mesoporosa (MA et al., 2003), ha a
possibilidade das NPsAg serem imobilizadas nos limites dos poros da estrutura
mesoporosa e, assim, serem dispersas pelo filme polimérico sem agregar em particulas
maiores (EGGER et al., 2009). Nota-se, contudo, que 0o mapeamento por EDS néo
detectou a presenca de prata devido a baixa concentracdo desta nos filmes, a qual deve

estar abaixo do limite de detecgcdo do equipamento.
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Figura 18. Imagem de Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) do filme de PEBD contendo NPsAg
(imagem esquerda) e 0 mapeamento por EDS (Energy Dispersive X-Ray) (imagem direita).
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Figura 19. Mapeamento dos principais elementos que comp®e os filmes de PEBD contendo NPsAg.

Com o objetivo de obter imagens com maior magnificacdo, foram coletadas
imagens com o microscopio eletronico de varredura com fonte de emissdo de campo
(FEG). A Fig. 20 ilustra os aglomerados de SiO; dispersos no filme tanto no interior,
visto por meio da fratura criogénica, quanto na superficie do filme. O fato do SiO, estar

disperso na superficie, acarreta a possibilidade das NPsAg estarem também dispersas na
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superficie do filmes, o que é de interesse na utilizacdo como embalagem de alimentos,
uma vez que a atividade antimicrobiana s6 podera ser eficiente se as NPsAg estiverem
em contato com a superficie dos micro-organismos presentes na superficie do alimento.
A Fig. 20 revela a morfologia da fratura do filme, no qual a incorporacdo de
masterbatches (concentrado de aditivo), contendo NPsAg na matriz de PEBD néo

causou grandes diferencas morfoldgicas nos filmes.

Figura 20. Imagem de microscopia eletrénica de varredura com emissdo de campo (FEG-SEM) dos
filmes PEBD+NPAg: imagem da espessura do filme por meio da fratura criogénica (imagem esquerda) e
imagem das estruturas de SiO2 nos filmes (imagem direita).

5.1.2. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC):

As curvas de DSC dos filmes estudados estdo representadas na Fig. 21. Observa-
se que as duas amostras, PEBD e PEBD+NPAg apresentaram picos (variagdo positiva
de entalpia) referentes a fusdo dos PEBD (CANEVAROLO, 2002). As duas amostras
apresentaram semelhancas entre as curvas, com a presenca de pequenos picos
endotérmicos que antecedem o pico de fusdo principal (122°C). Esta caracteristica pode
evidenciar a presenca de cristalitos de diferentes morfologias, pertencentes ao PEBD, o

que sugere a sua dispersdo ndo homogeénia.

Péagina | 34



Aplicacao de filmes com nanoparticulas de prata na conservacdo de morangos

—— PEBD
—— PEBD+NPAg
e
3
S
©
o
o)
° Q
o Q
5 | E
8 <L
<)
©
c
L
T T T T T T T T T
50 75 100 125 150 175

Temperatura (°C)

Figura 21. Curvas de calorimetria diferencial de varredura (DSC) dos filmes de PEBD e de
PEBD+NPAg.

A temperatura de fusdo (Tn) e a entalpia de fusdo (AH) calculados a partir das
curvas de DSC estdo expressos na Tab. 5. Observa-se que adicdo de NPsAg néo
interferiu na temperatura de fusdo, temperatura correspondente aos picos endotérmicos
apresentados pelas amostras, uma vez que os dois filmes apresentaram T,,=122°C. Os
AHs, calor necessario para fundir os cristais dos filmes, calculado por meio da area dos
picos endotérmicos, também foi semelhante para os dois filmes, com valores de 100 e
103 J g™ para PEBD e PEBD+NPAg, respectivamente.

Tabela 5. Dados do DSC nos filmes de PEBD e PEBD+NPAg.

Filmes Tm(°C) AHJ gh)
PEBD 122 100
PEBD+NPAg 122 103

5.1.3. Termogravimetria
A Fig. 22 mostra as curvas termogravimétricas dos filmes de PEBD e de PEBD

com NPsAg, no qual expressa a perda de massa em relacdo a temperatura para os dois

filmes e os dados gerados estéo listados na Tab. 5.
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Figura 22. Andlise termogravimétrica nos filmes convencionais (PE) e filmes com nanoparticulas de
prata (NP) em atmosfera oxidativa.

O processo de decomposicdo térmica dos dois filmes ocorreu em uma unica
etapa de perda de massa, assim como ocorreu com 0s compositos de PEBD estudados
por Deng e colaboradores (2014). Pode-se observar que os filmes analisados
apresentaram estabilidade térmica semelhantes, com temperatura de inicio extrapolado
de degradacdo (Tonset) de 350°C para PEBD e 358°C para PEBD+NPAg. O ligeiro
aumento nos valores da Tonset para PEBD+NPAg pode corroborar com a néo
homogeinidade apresentada pelos cristalitos referentes ao PEBD, retardando o inicio da
degradacdo do filme (MUNARO, 2007). A temperatura de degradacdo em 50% de
perda de massa foi de 390 e 384°C para PEBD e PEBD+NPAg, respectivamente (Tab.
6). Os valores encontrados para os filmes PEBD estdo proximos ao encontrado por
Basfar e Ali (2011) (Tsgo 409°C).

Tabela 6. Dados da analise termogravimétrica de filmes de PEBD e de PEBD+NPAg em atmosfera
oxidativa.

Filmes Tonet °C)  Tsous (°C) r (%) a 700°C
PEBD 350 390 0,99
PEBD+NPAg 358 384 0,57

A massa residual obtida apds o tratamento térmico, mensurado a 700°C nos dois
filmes, foi em torno de 0,99% para PEBD e 0,57% para PEBD+NPAg. A baixa

homogeinidade dos filmes pode ter resultado a diferenca na composicao residual.
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5.1.4. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier é uma técnica
analitica que permite analisar materiais e coletar a impressdo digital da amostra na
regido do infravermelho, bem como verificar alteracdes na estrutura quimica dos filmes
estudados (MOEZ, ALY e ELSHAER, 2012). Os espectros na regido do infravermelho
estdo representados na Fig. 23. Foi observado que a adicdo de NPsAg nédo causou
alteragOes significativas nos espectros incluindo a largura e na intensidade das bandas.
As bandas evidentes em 719, 1465 e 2920 cm™ (estiramento C-H) s&o referentes ao
PEBD, presente nos dois espectros (ZEFERINO, 2013).

Além disso, A banda em 464 cm™ é caracteristica da absorbancia do SiO,
evidenciando absorcéo da ligacdo Si—O tetragonal, provavelmente devido a presenca de
SiO, presente nos filmes PEBD+NPAg, como ja detectado na anélise EDS (item 5.1.1)
(WANG et al., 2011; LACERDA JUNIOR et al., 2013). A interacdo das nanoparticulas
de prata com a matriz polimérica poderia ser evidenciada nas analises de FTIR. Porém,
provavelmente devido a sua baixa concentracdo de nanoparticulas ndo foi possivel ser

detectada pelo equipamento.
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Figura 23. Espectro de FTIR de filmes convencionais PEBD e filmes PEBD+NPAg.

5.1.5. Difragédo de Raio X (DRX):

A andlise de Difracdo de Raio X (DRX) foi utilizada para indicar as possiveis

interacdes entre o polimero e a NPAg. A Fig 24 mostra o Difratograma de Raio X dos
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filmes, no qual observa -se no espectro apenas os tipicos picos de difracdo em torno de
20 = 21°, 24° e 36° correspondente aos picos de PEBD (MIRANDA e CARVALHO,
2011; DENG et al., 2014).

Os picos de difracdo correspondente aos planos cristalograficos da prata
metalica (Ag®), sdo correspondente a 26 = 38,2° (111), 44,4° (200), 64,6° (220) e
77,6°(311) (LIU et al., 2012; ABDEL-MOHSEN et al., 2014). Como se pode observar
no difratograma da Fig.24 ndo foi possivel detectar a presenca de NPsAg possivelmente
devido ao fato que a concentracdo presente no filmes estd abaixo do detectavel pelo
equipamento.

. —PEBD
— PEBD+NPAg
+ PEBD
©
3
[}
o
©
©
n
c .
2 -
£
T T T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80
20/°

Figura 24. Difratograma de Raio X de filme de PEBD e PEBD+NPAg.
5.2.Avaliacao do efeito antimicrobiano dos filmes com nanoparticulas de prata
5.2.1. Teste de sensibilidade de antimicrobiano por disco-difuséo:

Os resultados obtidos do teste de avaliagéo do halo de inibicdo mostraram que os

filmes PEBD+NPAg ndo apresentaram atividade antimicrobiana para E. coli utilizando

esta metodologia. Observa-se na Fig. 25 que ndo houve formacéo de halo em volta do
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circulo correspondente ao filme. Este fato pode ser explicado devido a ndo migracdo das
NPsAg para 0 meio de cultura, o que deve-se, provavelmente, a baixa viscosidade
apresentada pelos polimeros (SIMON, CHAUDHRY e BAKOS, 2008). E desejavel que
ndo haja migracdo de NPs quando estas estdo em contato com alimentos, para nédo
comprometer a seguranca e a qualidade dos mesmaos, e preservar a satde do consumidor
(CHAUDHRY et al., 2008; BRADLEY, CASTLE e CHAUDHRY, 2011; LLORENS et
al., 2012). Por exemplo, Kanmani e Rhim (2014) chamam a atencgdo para a necessidade
de que estudos sejam realizados para avaliar a possivel migracdo de NPsAg presentes

em filmes com aplicacdo como embalagens de alimentos.

Figura 25. Teste do halo de inibico dos filmes para E. coli (A) PEBD e (B) PEBD+NPAg e para S.
aureus (C) PEBD e (D) PEBD+NPAg; os discos indicados pela seta verde sdo os discos dos filmes.

5.2.2. Teste bactericida segundo norma JIS Z 2801

A Norma JIS Z 2801 foi utilizada para medir quantitativamente a capacidade dos
filmes com NPsAg em diminuir e/ou inibir o crescimento de micro-organismos. Para o
micro-organismo teste Gram-negativo Echerichia coli, os filmes com NPsAg
apresentaram 90,92% de reducdo na populacdo microbiana (Tab. 7 e Fig. 26), valor este

préximo ao encontrado por Becaro e colaboradores (2015) em filmes com
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nanoparticulas de prata. Para 0 micro-organismo Staphylococcos aureus a reducdo na
populacdo microbiana apresentada pelos filmes contendo NPsAg foi de 44,58% (Tab.7).
Os filmes de polietileno puro (PEBD) néo apresentaram atividade microbiana.

Tabela 7. Resultados da eficiéncia antimicrobiana dos filmes de PEBD com NPsAg.

Reducdo (%)
PEBD PEBD+NPAg
Echerichia coli 0 90,92
Staphylococcus aureus 0 44,58

Controle (PEBD)

Filme de PEBD + NPAg

Figura 26. Imagens dos resultados com crescimento em PEBD e crescimento reduzido em PEBD+NPAg
para E. coli.

Os resultados mostraram que os filmes com NPsAg apresentaram maior eficacia
antimicrobiana em bactérias Gram-negativa (E. coli) do que em bactérias Gram-positiva
(S. aureus). A superficie negativa da parede celular das bactérias podem atrair as
NPsAg que possuem carga positiva, quando na forma idnica, 0 que permite uma maior
concentracdo de NPsAg na superficie desses micro-organismos formando “buracos” na
parede celular bacteriana aumentando sua permeabilidade e permitindo a maior entrada
dessas NPs causando a morte celular (KIM et al., 2007). A maior afinidade da prata com
o enxofre e o fésforo encontrados em abundancia ao longo da membrana bacteriana,
interage com proteinas que possuem esses elementos interferindo em sua funcionalidade
(GUZMAN, DILLE e GODET, 2012).

A fina camada de peptideoglicano das bactérias Gram-negativas pode ter
permitido a maior adesdo das NPsAg, causando maiores danos a parede e & membrana
celular o que pode ter alterado tanto a morfologia quanto a permeabilidade para as
NPsAg. A espessa camada de cadeias lineares de peptideosglicana das bactérias Gram-
positivas forma uma estrutura rigida tridimensional dificultando a penetracdo (FAYAZ

et al., 2010) o que pode explicar a menor atividade antimicrobiana dos filmes estudados.
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Feng et al. (2000) observaram que a morfologia da membrana de S. aureus submetida a
exposicdo de Ag" permaneceu intacta com poucos granulos no interior da célula
procariota em comparacéo a E. coli submetida ao mesmo tratamento, em que apresentou
grandes lacunas entre a membrana e a parede celular. Outros estudos também indicaram
a menor toxicidade de NPsAg para S. aureus (KIM et al., 2007).

Os resultados indicam também que a incorporagcdo das NPsAg em filmes
poliméricos ndo prejudicou a atividade antimicrobiana das NPs, como também foi
relatado por Travan et al. (2011). Devido a atividade antimicrobiana apresentada pelos
filmes PEBD+NPA(g, ha a evidéncia da presenca de NPsAg na composicao dos filmes,
como também é percebido nos resultados dos experimentos da aplicacdo dos filmes na
conservagdo de morangos, discutidos a seguir. A eficicia antimicrobiana apresentada no
contato superficial dos filmes PEBD+NPAg contra micro-organismos representantes de
bactérias Gram-positiva e Gram-negativa indicam a possibilidade de serem utilizados
como embalagens para alimentos, com a finalidade de reduzir a contaminagéo

microbiana presente na superficie de frutas e hortalicas.

5.3.Avaliacéo da qualidade p6s-colheita e microbiolégica de morangos

5.3.1. Experimento I: Avaliacdo pds-colheita e microbiolégica de morangos ‘Oso
Grande’ embalado em filmes contendo nanoparticulas de prata

armazenados a 5 e 25°C

e Analises Fisico-Quimicas

Perda de massa

A perda de massa dos morangos foi influenciada significativamente pelo tempo
de armazenamento (p=0,002), pela temperatura (p<0,001) e pela interagdo entre esses
fatores (p=0,003). Pode-se observar na Fig. 27 que a média de perda de massa, do
ultimo dia de armazenamento em relacdo a massa inicial dos morangos, para O
tratamentos a 5°C foi de 0,06% enquanto a média para os tratamentos a 25°C foi de
2,16%. Esta maior perda de massa deve-se provavelmente a elevada temperatura, o que

pode ter aumentado o metabolismo dos morangos, permitindo maior transpiragdo dos
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frutos e consequente maior permeacdo de gases através das embalagens (KADER,
2002).

N
1

g
I
ﬁ 1 S // .
= /i// . >"C
s 1 -~ - 25°C
s 05 /‘ Polindmio (5 °C)
& .

0 + B . ~ Polinémio (25 °C)
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Figura 27. Perda de massa fresca (%) de morangos ‘Oso Grande’ armazenados em embalagens de PEBD
e PEBD+NPAg a 5°C (y = -2E-05x3 - 0,001x2 + 0,024x ) e 25°C (y = -0,001x3 + 0,018x2 + 0,142x) por
nove dias.

A perda de massa dos tratamentos a 25°C pode ter sido uma das causas da perda
da qualidade dos morangos (GOULAS e MANGANARIS, 2011), corroborada também
por outras analises. Pode-se observar que para todos os tratamento (PEBD 5°C,
PEBD+NPAg 5°C, PEBD 25°C e PEBD+NPAg 25°C) os filmes utilizados podem ter
apresentado boa barreira contra a perda de vapor de agua, produzida pela transpiracao
dos frutos, uma vez que a perda de massa em todos os tratamentos ndo chegou a 2,5%.
Segundo Ronque (1998) a perda de vapor de &gua maxima aceitdvel para a

comercializacdo de morangos é de 6%.

Firmeza

A perda de firmeza é um dos principais responsaveis pela diminuicdo do tempo
de vida dos morangos (NEVES, 2012). Apenas a temperatura exerceu efeito
significativo sobre a firmeza da polpa (p=0,012), com valor médio de 2,5 N para 0s
morangos armazenados a 5°C e 1,8 N para morangos armazenados a 25°C. A perda de
firmeza dos morangos com o0 aumento da temperatura de armazenamento pode ser
explicada pelas alteracbes na estrutura da parede celular e sua degradacdo (JIMENEZ-
BERMUDEZ et al., 2002). Quanto a firmeza da epiderme (Fig. 28), apesar da diferenca
estatistica apresentada entre todos os tratamentos (p=0,037), as alteracdes na textura da
epiderme dos morangos embalados por PEBD e PEBD+NPAg no ultimo dia de
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armazenamento foi desprezivel na pratica, uma vez que essa diferenca pode nao ser
percebida sensorialmente. Porém, o limiar de aceitacdo, usualmente determinada por
andlises sensoriais (ndo realizadas nesse experimento), poderia prever a aceitabilidade
por parte do consumidor (LIMA FILHO et al., 2014).

6,0 - + PEBDS5°C
50 - . =  PEBD+NPAg S5 °C
4,0 - . + PEBD25°C
=z 30 - *  PEBD+NPAg 25 °C
2,0 - i — ——| Linear (PEED 5 °C)
1,0 : ’ Polindmio (PERD+IPAg 5 °C)
0,0 T T 1

Polindtnio (PEBD 25 °C)
Polinémio (PEBD+MNPAg 25 °C)

Dias

Figura 28. Firmeza da epiderme de morangos ‘Oso Grande’ armazenados em embalagens de PEBD e
PEBD+NPAg a 5 e 25°C por nove dias. Equac¢Bes: PEBD 5°C (y = 0,106x + 2,142); PEBD+NPAg 5°C
(y = 0,035x3 - 0,517x2 + 1,873x + 2,211); PEBD 25°C (y = -0,013x2 + 0,039x + 2,21) e PEBD+NPAg
25°C (y = -0,005x° + 0,078x? - 0,381x + 2,211).

pH

Os valores de pH estdo expressos na Fig. 29 e foram influenciados
estatisticamente pelo tempo de armazenamento (p<0,001) e pela interacdo deste fator
com a temperatura (p=0,036). Em ambas as temperaturas houve o aumento no pH com
valor final para os morangos armazenados a 5°C maior que os armazenados a 25°C. O
aumento do pH ao longo dos dias de armazenamento pode ser explicado pela utilizacdo
de &cidos organicos pelos morangos durante a respiracao dos frutos (ADAY e CANER,
2014). Assim como confirmado pela analise de perda de massa, a temperatura ambiente
(25°C) pode ter influenciado no aumento da respiracdo dos morangos armazenados a
essa temperatura, uma vez que o pH desses frutos foi superior aos valores apresentados
pelos morangos armazenados a 5°C. Braga (2012) observou o mesmo resultados para

morangos ‘Oso Grande’ armazenados a 5 e 25°C.
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Figura 29. Valores de pH de morangos ‘Oso Grande’ armazenados em embalagens de PEBD e
PEBD+NPAg a 5 (y = 0,003x3 - 0,052x2 + 0,194x + 3,576) e 25°C (y = 0,001x3 - 0,029x2 + 0,145x +
3,576) por nove dias.

Solidos Solaveis, Acidez Titulavel e Ratio

Nas analises de solidos soluveis (SS) houve diferencas estatistica quanto ao fator
tempo de armazenamento e temperatura, ambos com p<0,001, e também na interacao
destes dois fatores com o mesmo valor de significancia. Nota-se que os tratamentos
armazenados a 25°C obtiveram valores inferiores para SS durante todo o periodo de
armazenamento quando comparado com 0s morangos armazenados a 5°C (Fig. 30).
Esse resultado pode ser um indicio que o maior teor de SS é relacionado com o
armazenamento dos frutos a baixas temperaturas no qual o amido é convertido em SS
(BURDON et al., 2007). A literatura indica que a temperatura pode afetar
significantemente nos conteudos de SS (ZHU et al., 2013) e 0 aumento no metabolismo
dos morangos armazenados a temperatura ambiente pode ter aumentado o consumo de
acucares na respiracdo, como explicado anteriormente pelas variaveis perda de massa,

firmeza e pH.
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Figura 30. Teor de sélidos solGveis em morangos armazenados em embalagens de PEBD e PEBD+NPAg
a5 e 25°C por nove dias. Equagdes: PEBD 5°C (y = 0,003x* - 0,067x* + 0,261x + 7,32); PEBD+NPAg
5°C (y = -0,003x® + 0,029%* - 0,060x + 7,32); PEBD 25°C (y = -0,002 x® + 0,053x* - 0,602x + 7,32) e
PEBD+NPAg 25°C (y = 0,002x° - 0,021x? - 0,356x + 7,32).

A acidez titulavel (AT) apresentou média geral para todos os tratamentos ao
longo dos dias de armazenamentos, ndo apresentando diferencas entre eles, com valor
de 0,68 mg de &cido citricox 100 mL™de suco, assim como encontrado na literatura
(MALGARIM et al., 2006). Devido a distingdo nos valores de SS, causada pelas duas
temperaturas de armazenamento, a razdo SS/AT, conhecida como Ratio, apresentou
diferencas significativas durante os tempo de armazenamento (p<0,001), quanto a
temperatura (p=0,007) e quanto a interagdo do tempo e temperatura (p=0,026). A
relagdo SS/AT dos morangos armazenados a 5°C foi de 9,8 e a 25°C de 9,2. Os &cidos
organicos geralmente sdo encontrados em menor concentragdo em morangos, mas que
em combinacdo com o teor de agucares tem um importante impacto na qualidade
sensorial, podendo determinar a decisdo de compra pelo consumidor (GUNDUZ e
OZDEMIR, 2014).

Acido Ascorbico

O teor de acido ascorbico (AA) sofreu diferencas significativas apenas no fator
tempo de armazenamento (p<0,001). Houve ao longo dos dias de armazenamento
degradacdo do AA (Fig. 31), da mesma forma como observado na literatura para outros
frutos recobertos com embalagens com NPsAg (LI et al., 2009; YANG et al., 2010).
Vicent et al. (2006) defendem que mesmo com 0 armazenamento a baixas temperaturas

ocorre a degradacédo de AA.
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Figura 31. Teor de acido ascorbico em morangos ‘Oso Grande’ armazenados em embalagens de PEBD e
PEBD+NPAg a 5 e 25°C por nove dias. Equacdo: y = 0,025x3 + 0,383x2 - 10,12x + 104,9.

Coloracéo

A coloracdo é uma das principais caracteristicas de morangos que indicam a
qualidade dos frutos e pode ser perceptivel pelo consumidor (CRECENTE-CAMPO et
al.,, 2012). Os parametros de coloracdo utilizados foram Luminosidade (L*),
Cromaticidade (C*) e Angulo Hue (h°) e todos eles sofreram interacéo entre o tempo de
armazenamento e a temperatura, com p=0,022, p=0,003 e p=0,001, respectivamente.
Apenas 0 Angulo Hue apresentou diferencas estatisticas provocada pela embalagem
contendo NPsAg (p=0,012). Os graficos com as diferencas significativas encontradas

em cada parametro de cor estdo expressos na Fig. 32.
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Figura 32. Coloragdo de morangos ‘Oso Grande’ armazenados em embalagens de PEBD e PEBD+NPAg
a 5 e 25°C por nove dias. Equa¢des gréfico Cromaticidade: 5°C (y = -0,003x3 + 0,017x2 + 0,725x +
42,61) e 25°C (y = -0,039x2 - 0,957x + 43,31); Luminosidade 5°C (y = -0,024x® + 0,246x* - 0,04x +
35,78) e 25°C (y = 0,024x° - 0,374x? + 0,725x + 35,78); Angulo Hue PEBD 5°C (y = 0,014x° - 0,181x% +
0,762x +33,47), PEBD+NPAg 5°C (y = 0,074x - 1,039x? + 3,646x + 33,47), PEBD 25°C (y = 0,065x° -
0,790x? + 0,965x + 33,47), PEBD+NPAg 25°C (y = 0,141x% - 1,719%% + 3,751x + 33,47).

Observa-se que em todos os pardmetros, 0S morangos armazenados na
temperatura 5°C apresentou valores superiores quando comparado com os frutos
armazenados a 25°C indicando que o0 armazenamento a menores temperaturas manteve
a coloracdo dos frutos mais intensa (Croma mais elevado) e mais clara (Luminosidade
mais elevada), com a tonalidade dos frutos menos vermelhos, devido provavelmente ao
aumento da luminosidade. Esse cenario pode indicar que 0 armazenamento a baixas
temperaturas mantém a coloracdo dos frutos com a aparéncia mais vistosa, caracteristica
de frutos frescos, com menor escurecimento causado pelas reacOes oxidativas que

comumente ocorre na superficie de morangos (NUNES et al., 2005).

e Analises microbiologicas

Para avaliar o efeito antimicrobiano da embalagem de PEBD com NPsAg na
conservacao de morangos foram realizadas contagem de coliformes totais (CT), micro-
organismos mesoéfilos (MM) e bolores e leveduras (BL). Em todas as analises ocorreu

interacdo entre os fatores tempo de armazenamento, temperatura e NPAg, com
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significancia de p<0,001 para MM e CT e p=0,031 para BL. A contagem

microbioldgica esta expressa nos graficos presentes na Fig. 33.
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Figura 33. Contagem de coliformes, mesofilos e bolores e leveduras (Log UFC mL™) presente em
morangos ‘Oso Grande’ armazenados em embalagens de PEBD ¢ PEBD+NPAg a 5 ¢ 25°C por nove dias.
Equacdes dos graficos: Coliformes PEBD 5°C (y = 0,003x° - 0,079x* + 0,381x + 4,097), PEBD+NPAg
5°C (y = -0,001x% + 0,031x? - 0,124x + 4,097), PEBD 25°C (y = 0,001x> - 0,097x* + 0,737x + 4,097) e
PEBD+NPAg 25°C (y = -0,028x° + 0,366x° - 0,955x + 4,097); Meséfilos PEBD 5°C (y = 0,006x° -
0,075x* + 0,234x + 4,690), PEBD+NPAg 5°C (y = -0,019x® + 0,292x? - 0,983x + 4,690), PEBD 25°C (y
= -0,015x% + 0,211x* - 0,539x + 4,690), PEBD+NPAg 25°C (y = -0,020x* + 0,205x? - 0,102x + 4,690),
Bolores e Leveduras PEBD 5°C (y = 0,039x% - 0,700x? + 2,727x + 5,667), PEBD+NPAg 5°C (y = -
0,065x> + 0,679x* - 1,181x + 5,667), PEBD 25°C (y = -0,100x° + 1,118x* - 2,231x + 5,667) e
PEBD+NPAg 25°C (y = -0,114x> + 1,400 - 3,683x + 5,667).

Para os microrganismos mesofilos, na temperatura a 5°C, a embalagem com NP
mostrou-se eficiente nos primeiros dias de armazenamento. A 25°C 0s morangos
embalados com PEBD+NPAg mostrou contagem superior a PEBD indicando que o
crescimento microbiano a essa temperatura foi bem maior que o crescimento a 5°C,
limitando a acéo das NPs. Apesar desses resultados, o ultimo dia de armazenamento a
contagem entre os tratamentos PEBD e PEBD+NPAg foi praticamente a mesma,
diferindo apenas entre as temperaturas.

Para a contagem de coliformes (CC) foi constatada a a¢do antimicrobiana das
NPsAg quando aplicadas em embalagem de PEBD. Até o sexto dia de armazenamento,
em ambas temperaturas, a CC nos morangos armazenados em PEBD+NPAg foi inferior
aquela dos morangos embalados por PEBD. Porém, também pode ser um indicativo que

a sua eficacia pode ser limitada pela alta concentracdo de micro-organismos, assim
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como constatado em MM. Para BL observa-se que a 25°C a embalagem com NPAg
mostrou-se eficiente na reducdo na contagem de BL em morangos. N&o foi detectado a
presenca de Salmonella sp nas amostras analisadas.

e Concluséo do Experimento |

Neste experimento, foi avaliado o efeito das embalagens de PEBD e
PEBD+NPAg na conserva¢ao de morangos ‘Oso Grande’ armazenados a 5 e 25°C por
nove dias. Os resultados mostraram que as embalagens utilizadas apresentaram boa
barreira contra a perda de vapor de &gua, reflexo da pequena perda de massa
apresentada pelos morangos. A firmeza dos morangos foi afetada negativamente pelo
aumento da temperatura. Apesar da firmeza da epiderme apresentar diferencas
estatisticas entre as embalagens, essa diferenca pode ndo ser percebida pelo consumidor
considerando o Ultimo dia de armazenamento, em que os valores apresentados por todos
os tratamentos foram semelhantes. A temperatura e o tempo de armazenamento também
foram os fatores que influenciaram no comportamento do pH dos morangos, o qual foi
mais &cido para os frutos armazenados a 5°C.

Os morangos armazenados a 25°C apresentaram menores valores para SS o que
pode ser um indicativo do maior metabolismo apresentado por esses frutos ao longo dos
dias de armazenamento, corroborado pelo maior valor para Ratio (SS/AT). O teor de
acido ascérbico foi reduzido ao longo do tempo de armazenamento em todos os
tratamentos, uma vez que as embalagens ndo interferiram estatisticamente nos niveis de
AA. A coloracdo dos morangos indicou que frutos armazenados a 5°C mantiveram a
aparéncia de produtos frescos.

As analises microbioldgicas mostraram a acdo antimicrobiana das NPsAg
quando aplicadas em embalagens para alimentos, porém esta acdo € limitada
provavelmente pelo aumento no crescimento microbiano nos morangos. Pode-se
concluir que a utilizacdo de embalagens de PEBD contendo NPsAg pode ser um aliado
na conservacdo de frutas e hortalicas uma vez que, nas condicOes testadas, a embalagem
manteve a qualidade fisico-quimica dos morangos e ainda apresentou atividade
antimicrobiana, reduzindo a carga microbiana dos frutos ao longo dos dias de

armazenamento.

Péagina | 49



Aplicacao de filmes com nanoparticulas de prata na conservacdo de morangos

5.3.2. Experimento Il: Avaliacdo pos-colheita e microbiologica de morangos
‘Albion’ embalados em filmes contendo nanoparticulas de prata
armazenados a 5 e 20°C

No Experimento Il os morangos foram armazenados em duas temperaturas: 5 e
20°C. Com vista no experiemento anterior (I) observou que a utilizacdo da temperatura
25°C foi um fator agressivo aos morangos, cuja qualidade e aparéncia foram
prejudicadas ao longo do tempo de armazenamento. Assim, a temperatura de
armazenamento de 20°C foi a condi¢do empregada para simular a temperatura ambiente
em que o produto final seria submetido comercialmente, considerando a ndo aplicacédo

da cadeia de frio na produgéo e comercializagdo dos morangos.

Além da alteracdo na temperatura, neste experimento optou-se por sanitizar 0s
morangos com Sumaveg anteriormente a etapa de embalagem. Com esse procedimento,
descrito no item 4.3.2. da metodologia, buscou-se padronizar a carga microbiana
intrinseca dos morangos proveniente do campo, para assim verificar com mais precisao
a acdo antimicrobina nos filmes. No Experimento | os morangos nao foram sanitizados,
simulando o que ocorre comercialmente, uma vez que 0S morangos ndo passam por

algum processo de sanitizagdo antes de chegar no consumidor final.

e Analises Fisico-quimica

Perda de massa

A perda de massa dos morangos ndo apresentou diferencas significativas por
nenhum fator considerado. A média geral da perda de massa fresca de todos os
tratamentos ao longo dos dias de armazenamento foi de 0,61% em relacdo a massa
inicial. Esse resultado € um indicativo que as embalagens utilizadas apresentaram boa
propriedade de barreira, impedindo a perda de gases gerada com a respiracdo dos frutos.
Embalagens feitas de filmes poliméricos podem ser usadas para modificar a atmosfera
dentro da embalagem reduzindo a taxa de perda de umidade de morangos (SOUSA.-
GALLAGHER, MAHAJAN e MEZDAD, 2013).

Firmeza
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A firmeza dos morangos sofreu influéncia da temperatura tanto para a epiderme
quanto para polpa, com p=0,008 e p<0,001, respectivamente. A firmeza da epiderme
também sofreu diferencas significativas do tempo de armazenamento isoladamente
(p=0,022) enquanto na firmeza da polpa as diferencas causadas pela temperatura
induziram a interacdo com o tempo de armazenamento com p=0,002. Pode-se observar
que os dois pardmetros de medida tiveram 0 mesmo comportamento ao longo dos dias
de armazenamento com 0s morangos armazenados a 5°C apresentando valores
superiores aos morangos armazenados a 20°C (Fig. 33).

O sutil aumento da firmeza de morangos armazenados a 5°C pode ser explicado
pela menor taxa respiratoria apresentada pelos frutos nessa temperatura e pelo
confinamento de CO; presente no interior da embalagem (JOUKI e KHAZAEI, 2014),
produzido pela respiracdo dos frutos e detido pela provavel boa propriedade de barreira,
indicada pela baixa perda de massa apresentada pelos filmes. A literatura indica que a
composigdo gasosa presente no interior das embalagens pode influenciar na firmeza dos
morangos (ADAY, CANER e RAHVALLI, 2011).

Textura Epiderme Textura Polpa
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Figura 33. Firmeza de morangos ‘Albion’ armazenados em embalagens de PEBD e PEBD+NPAga5e
20°C por nove dias. Equacao dos graficos: Epiderme 5°C (y = -0,005x° + 0,043x* + 0,131x + 1,919) e
25°C (y = 0,007x> - 0,085x? + 0,195x + 1,919): Polpa 5°C (y = -0,001x> + 0,004x* + 0,228x + 1,831) e
25°C (y = 0,005x° - 0,075x? + 0,201x + 1,831).

pH

Os valores de pH dos morangos sofreram interacdo entre os fatores tempo de
armazenamento e temperatura (p=0,013) o que permitiu um ajuste polinomial de ordem
3 (Fig 34). Observa-se que houve um aumento nos valores de pH com 0s morangos

armazenados a 20°C mais alcalino. Estes resultados estdo de acordo com os valores de
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acidez titulavel (discutidos em seguida), em que morangos armazenados a 20°C
sofreram ligeira perda nos teores de &cidos orgdnicos quando comparados com 0S

morangos armazenados a 5°C.

« 20°C

pH

« 57C

Polinomio (20 °C)

— Polindmio (5 °C)

Dias

Figura 34. pH de morangos ‘Albion’ armazenados em embalagens de PEBD e PEBD+NPAg a 5 e 20°C
por nove dias. Equag6es dos gréaficos 5°C (y = -0,001x3 + 0,029x2 - 0,103x + 3,43) e 25°C (y = -0,002x3
+0,039x2 - 0,122x + 3,43).

Acidez Titulavel

A acidez titulavel dos morangos foi influenciada por meio da interacdo entre os
fatores tempo de armazenamento, temperatura e presenga de NPAg (p=0,007). Observa-
se na Fig. 35 que, exceto no Gltimo dia de armazenamento, os morangos embalados por
filmes de PEBD contendo NPAg nas duas temperaturas apresentaram AT superior aos
embalados com filmes de PEBD puro. A manutencdo dos teores de AT pode indicar que
houve uma manutenc¢do da taxa respiratéria dos frutos, uma vez que a reducdo da acidez
decorre da utilizacdo dos acidos organicos durante a respiracdo (GOL, PATEL e RAO,
2013).
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Figura 35. Acidez titulavel de morangos ‘Albion’ armazenados em embalagens de PEBD e
PEBD+NPAg a 5 e 20°C por nove dias. Equagdes do grafico: PEBD 5°C (y = 0,000 - 0,014x? + 0,074x
+0,928), PEBD+NPAg 5°C (y = 0,000x> - 0,007 + 0,064x + 0,928), PEBD 20°C (y = 0,001x° - 0,026x?
+0,139x + 0,928).

Sélidos Solaveis

Os teores de solidos soluveis (SS) dos morangos apresentaram diferencas
estatisticas causadas pela interacdo entre os fatores tempo de armazenamento e
temperatura (p<0,001). Pode-se observar que os frutos armazenados a 5°C mantiveram
0s niveis de SS enquanto os tratamentos armazenados a 20 ° tiveram uma redugdo de
aproximadamente 30% no teor de SS (Fig. 36). A reducgdo dos niveis de SS pode ser
explicada pelo aumento do metabolismo e consumo dos agucares que compdem 0s SS

durante a respiracao.
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Figura 36. Soélidos soltiveis de morangos ‘Albion’ armazenados em embalagens de PEBD e
PEBD+NPAg a 5 e 20°C por nove dias. Equacdo do grafico: 5°C (y = -0,013x3 + 0,198x2 - 0,720x +
7,99) e 20°C (y =-0,001x3 + 0,039x2 - 0,505x + 7,99).
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Acido Ascorbico
O teor de &cido ascorbico dos morangos ndo apresentou diferengas significativas
por nenhum fator considerado, tendo como valor médio para todos os tratamentos ao

longo do periodo de armazenamento de 0,721 mg de AA mL™ de suco.

Coloracéao

Os paréametros h°® e L* tiveram seus valores influenciados pela interagédo do
tempo de armazenamento e a temperatura, com p=0,033 e p=0,004, respectivamente. Os
tratamentos armazenados a 5°C apresentaram melhores propriedades colorimétricas
com morangos mais vermelhos, mais claros e com a cor mais intensa, expressos pelo
aumento dos valores de h°, L* e C*, respectivamente (SHIN et al., 2007) (Fig. 37).
Apenas a cromaticidade apresentou interacdo entre o tempo de armazenamento, a

temperatura e a presenca de NPsAg nas embalagens (p=0,030).
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Figura 37. Coloragdo de morangos ‘Albion’ armazenados em embalagens de PEBD e PEBD+NPAga 5 e
20°C por nove dias. Equacbes dos graficos: Luminosidade 5°C (y = -0,029x3 + 0,231x2 + 0,379x +
37,19) e 25°C (y = 0,029x3 - 0,464x2 + 1,280x + 37,19); Angulo Hue 5°C (y=0,012x° - 0,106x? + 0,052x
+29,01) e 25°C (y = 0,002x® - 0,041x* - 0,169x + 29,01); Cromaticidade PEBD 5°C (y = -0,026x° +
0,082x* +1,435x + 37,19), PEBD+NPAg 5°C (y = -0,032x> + 0,379x* - 0,675x + 37,19), PEBD 20°C (y =
-0,040x° + 0,534x2 - 2,089x + 37,19), PEBD+NPAg 20°C (y = 0,099 - 1,463 + 4,649x + 37,19).

Pagina | 54



Aplicacao de filmes com nanoparticulas de prata na conservacdo de morangos

e Microbiologia

A contagem da populacdo de micro-organismos mesofilos e de bolores e
leveduras estdo expressas na Fig. 38. Pode-se observar que o comportamento nos dois
grupos de micro-organismos foi semelhante: nos primeiros dias de armazenamento a
concentracdo de micro-organismos presente nos morangos embalados com
PEBD+NPAg foi superior ao controle (PEBD). Porém, proximo ao sexto dia de
armazenamento ocorre uma inversdo nos dois casos, com a populacdo de micro-
organismos presentes nas embalagens PEBD+NPAg inferior ao controle. Esta
observacao pode ser uma evidencia da acdo antimicrobiana das nanoparticulas de prata,
0 que pode ter sido a promotora da reducdo da contaminacdo microbiana em até 1,03 e
0,02 Log UFC mL™, no caso dos micro-organismos mesofilos e bolores e leveduras,
respectivamente. N&o foi detectado a presenca de Salmonella sp nas amostras

encontradas, o que pode indicar a boa condicdo fitossanitaria que se encontravam 0s

morangos.
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Figura 38. Contagem de micro-organismos mesofilos e de bolores e leveduras (Log UFC mL-1) presente
em morangos ‘Albion’ armazenados em embalagens de PEBD e PEBD+NPAg a 20°C por nove dias.
Equacéo dos gréficos: Mesofilos PEBD (y = 0,030x3 - 0,449x2 + 1,937x + 2,763) e PEBD+NPAg (y =
0,008x° - 0,105x* + 0,752x + 2,763); Bolores e Leveduras PEBD (y = 0,000x® - 0,037x* + 0,952x +
1,669) e PEBD+NPAg (y = 0,016x° - 0,253x* + 1,593x + 1,669).

e Concluséo do Experimento Il

Neste experimento, morangos ‘Albion’ foram embalados em filmes de PEBD
contendo NPsAg por nove dias a 5 e 20°C. Nestas condi¢des de armazenamento, houve
perda média de 0,24% de massa fresca nos morangos, indicando que as embalagens
utilizadas apresentaram boa propriedade de barreira contra perda de vapor de agua. O
armazenamento a temperaturas baixas também foi decisiva ha manutencdo da coloragédo
e da firmeza dos morangos, mostrando melhor aparéncia, fator decisivo na escolha pelo
consumidor. Os morangos embalados com filmes PEBD+NPAg apresentaram niveis de
AT superiores aos apresentados pelos morangos embalados pelos filmes PEBD o que
pode ser um indicativo de que as embalagens contendo NPsAg podem ter contribuido
para a manutencdo da qualidade pds-colheita dos morangos. As analises
microbiolégicas mostraram que as NPsAg presentes nos filmes poliméricos
apresentaram atividade antimicrobiana contra 0s micro-organismos testados neste

experimento, com eficacia evidente depois de alguns dias de armazenamento.

Péagina | 56



Aplicacao de filmes com nanoparticulas de prata na conservacdo de morangos

5.3.3. Experimento Ill: Avaliacdo pds-colheita e microbiolégica de morangos
‘Albion’ inoculados com Escherichia coli embalados em filmes contendo

nanoparticulas de prata e armazenados a 5°C.

Para explorar mais o efeito antimicrobiana das embalagens de PEBD contendo
NPsAg e verificar sua acdo ao longos dos dias de armazenamento do morango, optou-se
por inocular os morangos sanitizados com Echerichia coli, micro-organismos
representante das bactérias Gram-negativas e por ser uma bactéria de interesse na saude
publica. A maior reducdo microbiana contra E. coli apresentada pelos filmes contendo
NPsAg, seguindo a norma JIS (item 5.2.2), também influenciou na escolha deste micro-
organismo. A concentracéo do inoculo de E. coli utilizado foi de aproximadamente 10°
UFC mL™, simulando uma contaminacdo excessiva nos morangos. Como controle
negativo, morangos sanitizados e ndo inoculados foram também embalados nos filmes e
armazenados na mesma temperatura. Todos os tratamentos foram armazenados em

camara-fria a 5°C, temperatura ideal na conservacao pds-colheita de morangos.
e Analises Fisico-Quimicas

Perda de Massa

Os resultados de Perda de Massa (PM), expresso em porcentagem, foram
mostrados na Fig. 39 e apenas o tempo de armazenamento teve influéncia significativa
(p < 0,001). Observa-se pela linha de tendéncia polinomial que em todos os tratamentos
ocorreu um aumento progressivo na perda de massa até o oitavo dia de armazenamento
alcancando uma perda de massa de 0,41% no ultimo dia de armazenamento em relagdo
a massa inicial. Este valor é menor do que o encontrado na literatura por Nielsena
(2008) que obteve valor de 0,5% ao embalar morangos em embalagens de polipropileno
a 5°C por 10 dias. J& Zhou et al. (2011) ao utilizar embalagens de PEBD com NPsAg
para armazenar maca minimamente processada, tambem a 5°C, encontrou valor de
perda de massa media menor que 2,0%. Li et al. (2009) embalou jujubas chinesas em
embalagens de PEBD com NPAg em sua composi¢éo e observou perda de massa menor
que 0,8%.
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Figura 39. Perda de Massa de morangos inoculados com E. coli e embalados com embalagens de PEBD

e de PEBD com NPAg armazenados por 10 dias a 5°C. Equacdo do gréfico: y = -0,000x* + 0,007x” -
0,001x + 0,001.

A pequena perda de massa pode ser explicada pela barreira, apresentada pelas
embalagens de polietileno, contra vapor de agua produzido pela respiracdo dos
morangos (ZANDI et al., 2013). As embalagens utilizadas mostraram influenciar
positivamente na conservacdo dos morangos uma vez que a alta perda de massa é um

dos fatores mais importantes na deterioracéo dos frutos (ALMENAR et al., 2008).

Firmeza

A firmeza dos morangos foi avaliada por dois parametros diferentes, por meio da
firmeza da epiderme dos morangos e por meio da firmeza da polpa e estdo expressos
nos graficos presentes na Fig. 40. A firmeza dos morangos durante o periodo de
armazenamento pos-colheita pode ser afetado por mudancas fisico-quimicas levando ao
amolecimento dos frutos, o que pode causar rejei¢cdo por parte dos consumidores, sendo
um fator decisivo no momento da compra (PERETTO et al., 2014). Os resultados
mostraram que houve diferenca estatistica apenas ao longo do tempo de armazenamento
(p=0,049 para epiderme e p=0,040 para polpa).

Nota-se que houve um aumento nos valores na firmeza da polpa dos morangos
até o segundo dia seguido de um leve declinio até o altimo dia de armazenamento (Fig.
40). Observa-se tambeém que houve reducdo da firmeza da epiderme de maneira
minima, porém progressiva até o quarto dia, recuperando aos poucos até o ultimo dia de
analise. Provavelmente, a perda de firmeza na epiderme nos primeiros dias deve-se ao

amolecimento da superficie dos morangos, cuja ocorréncia pode ser devido a pressdo
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exercida pelos filmes ao embalar os frutos a vacuo. A pressao exercida pela embalagem
contra o tecido externo dos frutos pode ter causado deformacdes estruturais, implicando
em possiveis danos celulares, (PEREZ-CABRERA et al., 2011).

Li e colaboradores (2009) também observaram a reducdo da textura em jujuba
chinesa (Ziziphus jujuba Mill) armazenada em filmes de PEBD com NPsAg em sua
composicdo. Os autores alegam que este fato deve-se provavelmente a degradacéo dos
componentes da parede celular vegetal por enzimas especificas. As transformacfes na
estrutura celular e alteracBes bioquimicas que podem ter ocorrido nas células que
compde tanto a polpa quanto a epiderme dos morangos (CHITARRA e CHITARRA,
2005). A inoculagdo de um microrganismo nédo interferiu na firmeza dos frutos em
questdo da mesma forma que a inoculacdo pelo fungo Cryptococcus laurentii nédo
influenciou na firmeza de morangos ‘Toyonoka’ quando estudados por Wei, Mao e Tu
(2014).
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Figura 40. Firmeza da epiderme e da polpa de morangos inoculados com E.coli e embalados com
embalagens de PEBD e de PEBD com NPAg armazenados por 10 dias. Equacdo dos graficos: Epiderme
(y =-0,002x3 + 0,057x2 - 0,358x + 2,044) e Polpa (y = 0,006x3 - 0,106x2 + 0,361x + 2,453).

pH

Para a variavel pH houve interacéo entre os fatores tempo de armazenamento e a
presenca de NPAg nas embalagens (p=0,014) e entre o tempo de armazenamento e a
inoculagdo dos morangos com E. coli (p=0,033). A variagéo do pH ao longo dos dias de

armazenamento para cada um dos tratamentos esta expressa na Fig.41. Pode-se observar
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que houve aumento nos valores de pH para todos os tratamentos comparando com o
valor de pH inicial (3,3), assim como encontrado por Aday, Caner e Rahvali (2011) ao
estudar morangos submetidos a embalagem com atmosfera modificada armazenados a

4°C por quatro semanas.
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Figura 41. Valores de pH de morangos inoculados com E.coli e embalados com embalagens de PEBD e
de PEBD com NPAg armazenados por 10 dias a 5°C. Equagdes do grafico: PEBD+NPAg neg (y = -
0,000x* + 0,001x* + 0,012x + 3,387),PEBD E. coli (y = 0,002x* - 0,036x*> + 0,165x + 3,383),
PEBD+NPAg E. coli (y = 0,001x? - 0,022x* + 0,119x + 3,380).

Apesar das diferencas estatisticas constatadas, a média dos valores de pH
apresentados pelos tratamentos foi de 3,4, mesmo valor encontrado por Nielsena e
Leufve (2008) que trabalhou com morangos ‘Korona’ e ‘Honeoye’ armazenados
também a 5°C por 10 dias. A variacdo de pH encontrada dentro dos tratamentos é de
aproximadamente 0,3 (3,3-3,6) 0 que do ponto de vista pratico pode nao ser
significativo para gerar grandes alteragdes no metabolismo do morango, mantendo o pH
praticamente constante ao longo da vida pds-colheita (NIELSENA e LEUFVE, 2008;
SANCHEZ et al., 2011). A manutencdo constante do pH também foi detectada por
Costa e colaboradores (2011), no qual utilizou embalagens de polipropileno com
deposicdo de NP de Ag-montmorilonita para condicionar salada de fruta armazenando a
5°C.

A Fig. 41 também mostra que todos os tratamentos apresentaram um aumento no
pH até o quarto dia de armazenamento; exceto o tratamento PEBD-negativo que
apresentou declinio no dia quatro. Zheng et al. (2007) também constatou aumento

ligeiro nos valores de pH de morangos ‘Allstar’ durante o armazenamento. Nota-se
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também que os tratamentos inoculados na suspensdo bacteriana apresentaram pH menos
acido que os ndo inoculado. Esses resultados foram contrarios ao encontrado por Menel,
Faten e Moktar (2012) que trabalharam com morangos inoculados com a bactéria lactea
Lactobacillus pentosus (Gram-positiva), embalando-os em sacos de polietileno e
armazenando a 4°C. O aumento nos niveis de pH estdo de acordo com os resultados de
acidez titulavel descrita a seguir. Ao observar as curvas ajustadas (Fig. 41), nota-se que
os tratamentos PEBD obtiveram o mesmo comportamento ao longo dos dias de

armazenamento, sendo o tratamento PEBD-negativo mais acido.

Acidez Titulavel

O tempo de armazenamento apresentou interagdo com o fator presenca de NPAg
(p=0,007). Houve uma baixa variancia entre os dados de AT, cuja representacao esta
expressa em torno de duas constantes (Fig. 42). Apesar de ndo estar expressa no grafico,
porém com diferencas estatisticas quanto ao fator tempo de armazenamento, houve uma
reducdo nos valores de AT de modo geral para todos os tratamentos, ou seja, diminui a
acidez dos morangos estando de acordo com os valores de pH encontrados. A
diminuicdo do teor dos acidos organicos pode ter ocorrido devido a sua conversdo a
acucares durante a respiracdo (ADAY e CANER, 2014).
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Figura 42. Acidez tituldvel de morangos inoculados com E.coli e embalados com embalagens de PEBD e
de PEBD com NPAg armazenados por 10 dias a 5°C.
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Observa-se nas curvas ajustadas (Fig 42) que os tratamentos utilizando
embalagens PEBD+NPAg obtiveram menor redugdo nos valores de AT. O mesmo foi
detectado por Li et al. (2009) ao avaliar o efeito de embalagens de PE com NPAg em
sua composicdo na qualidade de jujubas chinesas. Os autores também detectaram queda
nos valores de AT para todos os tratamentos, porém as embalagens com NP mantiveram

melhor os teores de AT quando comparado com o controle.

Solidos Solaveis

O teor de solidos soltveis (SS) esta diretamente relacionado ao sabor do fruto,
fator importante para a aceitabilidade do produto pelo consumidor. Apenas o dia de
armazenamento (p<0,001) e o fator inoculagdo E. coli (p=0,007) apresentaram efeito
significativo sobre SS. Duas curvas foram ajustadas para representar o comportamento
dos tratamentos inoculados e nao inoculados durante o periodo de armazenamento (Fig.
43).
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Figura 43. Teor de sélidos soltveis de morangos inoculados com E. coli e embalados com embalagens de
PEBD e de PEBD com NPAg armazenados por 10 dias a 5°C. Equagdes do gréafico: Neg (y = 0,007x° -
0,123x% + 0,264x + 8,118) e E. coli (y = 0,008x> - 0,124x* + 0,344x + 8,168).

Observa-se que para todos os tratamentos houve uma ligeira reducdo nos valores
de SS a partir do segundo dia até o oitavo dia de armazenamento, com um pequeno
aumento no Gltimo dia de andlise (Fig 43). A diminuicdo do teor de SS pode ser
explicada pela utilizagcdo da sacarose e dos agucares redutores durante o processo de
respiracédo do fruto (YANG et al., 2010). O mesmo resultado foi encontrado por Yang et
al. (2010) que avaliou o uso de embalagens de PE contendo NPAg na conservacdo de
morangos armazenados a 4°C. Os morangos inoculados com E.coli apresentaram

valores maiores para SS em todos os dias de analises.
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Ratio

O Ratio, razéo entre SS e TA, é um parametro indicador de sabor e grau de
maturacdo em frutas e hortalicas, usualmente utilizado na avaliacdo da qualidade pds-
colheita desses produtos (KAFKAS et al., 2007). Houve interacdo entre os fatores
tempo de armazenamento e NPAg (p=0,048), exibindo assim efeito significativo no
comportamento dos morangos quanto ao Ratio. Para melhor andlise dos dados, foram
ajustadas duas curvas referente aos tratamentos em que os morangos foram embalados
com PEBD e os que foram embalados por PEBD+NPAg (Fig.44).

Observa-se que houve um ligeiro aumento no Ratio dos morangos embalados
com embalagens de PEBD contendo NPsAg. Braga (2012) também observou um
aumento nos valores de Ratio de morangos ‘Oso Grande’ armazenados a 5°C nos

primeiros dias seguida de queda com valores inferiores no ultimo dia de

armazenamento.
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Figura 44. Curva ajustada Ratio de morangos inoculados com E.coli e embalados com embalagens de
PEBD e de PEBD com NPAg armazenados por 10 dias a 5°C. Equagdes do grafico: PEBD (y = 0,091x -
1,530%° + 6,433x + 9,246) e PEBD+NPAg (y = 0,023x> - 0,510%* + 3,188x + 8,432).

Acido Ascorbico

O teor de &cido ascérbico (AA) analisado nos morangos sofreu influencia
significativa apenas do tempo de armazenamento (p<0,001). Observa-se que em todos
os tratamentos, houve um acréscimo continuo nos valores de AA até o oitavo dia com
suave declinio no ultimo dia de armazenamento. Como pode ser visto na Fig.45 o
comportamento entre os tratamentos embalado com e sem PEBD+NPag foi
praticamente o mesmo e a inoculacdo em suspenséo de E. coli ndo interferiu no teor de

acido ascorbico dos morangos. Apesar deste experimento ndo apresentar diferencas
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significativas entre os tratamentos, ha relatos na literatura que afirmam que o uso de
embalagens contendo NPAg preserva o teor de AA de morango (Zandi et al., 2013) e de
suco de laranja (EMAMIFAR et al., 2011)
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Figura 45. Curva ajustada para o teor de &cido ascérbico de morangos de morangos inoculados com E. coli
embalados com PEBD e de PEBD com NPsAg e armazenados a 5°C por 10 dias. Equag&o do gréfico: (y = -0,076x*
-1,854x% + 42,28x + 77,57).

Coloracéo

A manutencdo coloragdo de frutos frescos € um indicador que tem impacto na
aceitacdo pelo consumidor e a perda de cor estd relacionada com a degradagdo de
pigmentos, sendo um indicio de perda da qualidade p6s-colheita (CANNER, 2008).

A coloracdo dos morangos sofreu diferencas estatisticas apenas pelo fator tempo
de armazenamento para os parametros luminosidade (p=0,003) e cromaticidade
(p=0,001). A luminosidade (L*) dos morangos, apesar de apresentar diferencas
significativas quanto ao fator tempo de armazenamento, apresenta valores iniciais
(L*=29,9) e final (L*=30,2) proximos, o que pode ser um indicativo de que o periodo
de armazenamento ndo provocou mudangas expressivas no produto final (Fig. 46),
como também reportado por Peretto et al. (2014) ao avaliar a qualidade p6s-colheita de
morangos armazenados a 10°C por 10 dias. Os morangos em todos os tratamentos
apresentaram valor médio menor para croma no décimo dia (C*=29,1) quando
comparado com o valor medio inicial (C*=32,3), o que pode indicar uma cor menos
intensa no Gltimo de armazenamento (Fig. 39). O angulo Hue (h°) ndo sofreu alteracdo
nenhum, mantendo a média geral de h°=25,35.

Com isso, pode-se inferir que a coloragdo dos morangos ndo foi alterada
estatisticamente por nenhum parametro analisado, o que é um indicio de que a aparéncia

dos morangos nédo foi modificada pelo uso de NPsAg nas embalagens nem pelo tempo
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de armazenamento, mantendo a sua aparéncia por todo o periodo de estocagem. As
embalagens de PEBD e de PEBD com PE/AQ,O estudadas por Zhou et al. (2011)
também retardaram a descoloracdo de fatias de macgas quando armazenadas a 5°C. Li et
al. (2009) identificou que apesar de ocorrer 0 escurecimento (diminuicdo de L*) de
jujubas chinesas, as embalagens poliméricas contendo NPAg contribuiram para o menor

escurecimento dos frutos quando comparado com o controle.
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Figura 46. Efeito de embalagens de PEBD e de PEBD com NPsAg na coloragdo de morangos inoculados
com E. coli armazenados a 5°C por 10 dias: Cromaticidade (y = 0,198x2 - 1,963x + 30,53) e
Luminosidade (y = -0,099x2 + 0,410x + 33,25).

e Microbiologia

A evolucdo da populacdo de enterobactérias em relagdo ao tempo de
armazenamento presente na superficie dos morangos foi graficada na Fig 47. A
aplicacdo de embalagens de PEBD contendo NPsAg influenciou significantemente na

contagem de enterobactérias nos morangos (p=0,26).
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Figura 47. Enterobactérias (UFC mL-1) de morangos ‘Albion’ armazenados em embalagens de PEBD ¢
PEBD+NPAg a 5°C por 10 dias. Equacdes dos graficos: PEBD neg (y = -0,015x* + 0,244x? - 1,096x +
5,766 ), PBED+NPAg neg (y = 0,007x% - 0,172x* + 1,177x + 2,124), PEBD E. coli (y = 0,032x® - 0,576x>
+3,241x - 1,703) e PEBD+NPAg E. coli (y = 0,050x° - 0,964x° + 5,519x - 4,723).

Pode-se observar que nos dois Gltimos dias de armazenamento, tanto 0s
morangos inoculados quanto os ndo inoculados apresentaram menor contagem de
microorganismos nos filmes com NPsAg. Esse resultado pode ser um indicativo de que
a acdo antimicrobiana das NPsAg leva um tempo para ter sua acdo maximizada na
conservacao dos morangos

O tempo que levou para se verificar a atividade antimicrobiana das NPsAg
(morangos ndo inoculados — seis dias; morangos inoculados — oito dias) é compativel
com o tempo que leva para que o produto final esteja ao alcance do consumidor. A
lavagem dos morangos frescos normalmente é adiada até o ponto do consumo, uma vez
que a delicada da superficie do morango impede que a lavagem e consequiente remogéo
dos micro-organismos sejam feitas (FLESSA, LUSK E HARRIS, 2005). Desse modo,
nas condigcOes reais de comercializagdo 0s morangos, que ja apresentam uma carga

microbiana consideravel, quando colhidos e logo embalados em filmes contendo
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NPsAg, juntamente com o armazenamento em temperatura adequada, podem chegar ao
consumidor com a carga microbiana reduzida quando comparada com as embalagens
comumente utilizadas.

Apesar de o crescimento microbiano ter causado diferencas significativas ao
longo dos dias de armazenamento (p<0,001), observa-se na Fig.47 que o crescimento
ndo passou de 3 ciclos logaritmicos (2,77-5,64 log UFC mL™). Essa observacao deve-se
provavelmente a estabilizagdo do crescimento microbiano resultante da baixa
temperatura de armazenamento dos morangos (5°C). No oitavo dia o tratamento
PEBD+NPAg negativo apresentou reducdo média de 0,3 log UFC mL™ em relacéo ao
controle e PEBD+NPAg inoculado com E. coli mostrou reducao de 0,48 log UFC mL™.
Ja no décimo dia de armazenamento, o0 PEBD+NPAg negativo apresentou reducao de
0,1 log UFC mL™ e 0 PEBD+NPAg-E. coli de 1,0 log UFC mL™. Fernandes, Picouet e
Lloret (2010) verificaram uma eficiéncia notavel das NPAg, contidas em saches
absorventes presentes em embalagens, contra microrganismos mesoéfilos e psicotroficos
aerobios na conservacdo de meldo minimamente processada durante o tempo de

armazenamento, com reducdo geral de 0,8 log UFC mL™.

e Conclusao do experimento 111

Houve perda de firmeza ao longo dos dias de armazanamento como possivel
resposta a pressdo exercida pelo vacuo aplicado nas embalagens. Houve um pequeno
aumento nos valores de pH para todos os tratamentos refletindo na reducdo da acidez
titulavel. Houve também reducdo nos teores de soOlidos solUveis para todos o0s
tratamentos e um pequeno aumento nos valores de ratio para os morangos embalados
com filmes PEBD+NPAg. A coloracdo dos morangos, de modo geral, ndo sofreu
alteracdes, mantendo-se sua aparéncia ao longo do tempo de armazenamento.

A acdo antimicrobiana dos filmes contendo NPsAg foi detectada nos Gltimos
dias de armazenamento, indicando que a alta concentracdo de micro-organismos,
resultante da inoculagéo, nos primeiros dias de armazenamento pode ter impedido que o
efeito antimicrobiano fosse percebido. Conclui-se entdo, a utilizagdo de filmes com
NPsAg ndo interferiu na qualidade fisico-quimica dos morangos porém diminuiu a

contaminagdo microbiana dos morangos nos ultimos dias de armazenamento.
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5.3.4. Experimento IV: Avaliacio microbiolégica de morangos ‘Albion’
inoculados com Escherichia coli embalado em filmes contendo
nanoparticulas de prata e armazenados a 10°C

No Experimento IV, morangos cultivar ‘Albion’ foram sanitizados e inoculados
com Echerichia coli a aproximadamente 10° UFC mL™ e posteriormente embalados
com filmes PEBD e PEBD+NPAg. Utilizou-se esta concentracdo para analisar a agdo
das NPsAg em uma carga microbiana infeior a utilizada no experimento anterior. Para
permitir uma situacdo em que pudesse ocorrer 0 crescimento dos micro-organismos
inoculados ao longo do tempo de armazenamento, todos os tratamentos foram
armazenados a 10°C, mesmo ndo sendo a temperatura 6tima do crescimento para E. coli
(37°C). Morangos ndo inoculados também foram embalados pelos filmes contendo
NPsAg compondo os tratamentos negativos.

Foram realizadas analises microbioldgicas periodicamente para avaliar a
contagem de enterobactérias e, assim, determinar a atividade antimicrobiana das
embalagens contendo NPsAg. Pode-se observar que, para o0s tratamentos ndo
inoculados, os morangos embalados por filmes NPAg mostraram consideravel atividade
antimicrobiana em praticamente todo o periodo de armazenamento, com reducédo de até
2,28 ciclos log UFC mL™. Observa-se que no décimo dia houve inversdo desse quadro
com menor contagem de enterobactérias nos morangos embalados com filmes controle
(PEBD), com diferenca de 0,15 log UFC mL(Fig.48).
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Figura 48. Enterobactérias (Log UFC mL™) de morangos ‘Albion’ armazenados em embalagens de
PEBD e PEBD+NPAg a 10°C por 10 dias. Equagées do grafico: PEBD (y = -0,005x> + 0,065x” - 0,013x
+3,327) e PEBD+NPAg (y = -0,004x% + 0,105x? - 0,486x + 3,781).
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Para 0s morangos sanitizados e posteriormente inoculados com E. coli a 10°
UFC mL™ pode-se também constatar a atividade antimicrobiana da aplicacéo de filmes
contendo NPAg na conservagdo pos-colheita desses frutos. Observa-se que a partir do
quarto dia de armazenamento até o oitavo dia houve a reducéo de até 0,4 log UFC mL™
(Fig. 49).
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Figura 49. Enterobactérias (Log UFC mL™) de morangos ‘Albion’ inoculados E. coli a 103 UFC mL-1
embalados por filmes de PEBD e de PEBD+NPAg a 10°C por 10 dias. Equacdes do gréfico: PEBD (y =
0,024x° - 0,391x? + 1,699x + 3,378) e PEBD+NPAg (y = 0,009%° - 0,176x* + 1,066x + 3,351).

Nota-se que tanto para 0s morangos inoculados quanto para os ndo inoculados,
nas condi¢bes de armazenamento utilizadas neste experimento, houve um limite na
concentracdo microbiana para que as NPsAg exercam sua atividade antimicrobiana com
eficiéncia, mesmo havendo maior contato entre a superficie dos frutos com as NPsAg
(devido emprego de embalagem a vacuo). No ensaio em que houve a inoculacdo dos
morangos com a E. coli pode-se observar que ocorreu a acdo antimicrobiana mais
eficiente das NPAg, quando a concentragdo microbiana foi inferior a 10° UFC mL™ (Fig
49). Neste ensaio, a maior concentracdo de microorganismos presentes nos morangos,
proveniente da inoculagdo dos morangos, e a temperatura de armazenamento
empregada, provavelmente permitiram um crescimento microbiano consideravel.
Contudo, houve a necessidade de quatro dias de armazenamento para que o efeito
antimicrobiano das NPAg pudesse ser mensurado pelas andlises microbioldgicas
realizadas, reduzindo a concentracdo de 5,61 log UFC mL™ no quarto dia para 4,41 log
UFC mL™? no oitavo dia de armazenamento. Quando a concentracdo de micro-

organismos é inferior a 10° UFC mL™, a atividade antimicrobiana das NPAg tornou-se
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mais eficaz tanto para os morangos inoculados quanto para os ndo inoculados. E o que
também se pode observar no ensaio com 0os morangos nao inoculados (Fig. 48), no qual
no décimo dia houve uma maior contagem de enterobactérias para 0S morangos
armazenados com PEBD+NPAg uma vez que a contagem chegou a totalizar 10° UFC
mL™,

A propriedade antimicrobiana das NPsAg incorporadas na matriz polimérica
dependem da tipo de microorganismo e do contato com eles, para que possa ocorrer a
liberagdo de fons de prata (Ag"), da propriedade de superficie dos filmes e do tipo,
tamanho e concentracdo das NPAg presentes na embalagem (SILE-YUKSEL et al.,
2014). A limitagdo na acdo dos filmes empregados pode ter ocorrido devido a
disposicao e dispersdo dos carreadores de NPAg baseados em SiO,. Outro fator que
pode ter reduzido a atividade antimicrobiana dos filmes com a maior concentracdo de
microorganismos é a formacéo de agregados de NPAg dispersos no filmes limitando a
sua atividade ao longo de todo o filme que esta em contato com os frutos.

A utilizagdo das embalagens contendo NPAg é um coadjuvante na conservagdo
dos morangos ao diminuir a concentracdo microbiana apresentada pelos morangos ao
longo do periodo de armazenamento. A utilizacdo de boas préaticas pos-colheita, como a
conservacao a baixas temperaturas, pode auxiliar no processo que limita o crescimento
microbiano nos morangos 0 que permite uma atividade antimicrobiana mais eficiente
das NPAg, auxiliand no controle microbiano. Desta maneira, se pode estender a vida
atil do produto além de apresentar um produto com maior seguranca alimentar para o

consumidor.

e Concluséo do Experimento IV

Filmes poliméricos contendo NPsAg podem ser utilizados como embalagens
ativas na conservacao pos-colheita de morangos e de outras frutas e hortalicas. Nas
condicdes utilizadas neste experimento, pode-se observar que a atividade
antimicrobiana destas embalagens € mais eficiente quando a concentracdo microbiana

presente na superficie dos morangos é inferior a 10° UFC mL™.
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6. CONCLUSAO

A caracterizacdo dos filmes mostrou que a adicdo de NPsAg nos filmes de
PEBD néo alterou as propriedades térmicas das embalagens. Foi detectado a
presenca de SiO, como carreadoress das NPs, através das imagens de MEV-
FEG.

A avaliagdo antimicrobiana indicou que os filmes contendo NPsSAg néo
formaram halos de inibicdo, o0 que pode ser um indicio da ndo migracdo das
NPs para 0 meio em que esta diretamente em contato. Foi verificado o efeito
antimicrobiano dos filmes PEBD+NPAg contra bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas, evidenciando a presenca das NPsSAg na composicdo dos
filmes.

A qualidade fisico-quimica dos morangos de modo geral foi mais
influenciada pelas diferentes temperaturas e tempo de armazenamento. A
utilizacdo de embalagens com NPsAg manteve a qualidade pos-colheita dos
frutos estudados.

Os filmes com NPsAg apresentaram atividade antimicrobiana quando
aplicadas como embalagens para morangos, contra 0s diversos micro-
organismos analisados nas diferentes condi¢cGes de armazenamento. A
percepcao da acdo antimicrobiana das NPAg pode ter sido limitada quanto a
elevada populacdo microbiana presente na superficie dos morangos, mas
este fato ndo indica que a atividade antimicrobiana ndo foi exercida em

alguma extenséo.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS:

Avaliar o efeito das nanoparticulas de prata na permeabilidade dos filmes;

Avaliar a atividade antimicrobiana dos filmes contendo nanoparticulas de prata

em morangos inoculados com S. aureus, principal representante das bactérias

Gram-positivas;

e Avaliar o efeito antimicrobiana contra Botrytis sp, principal micro-organismo
deteriorantes de morango;

e Avaliar a aplicagdo dos filmes contendo nanoparticulas de prata como
embalagens para outros modelos (frutas e hortalicas).

e Estudar mais a fundo aspectos de migracdo das NPsAgs para alimentos em

diferentes condicdes (temperatura, humidade e concentracao de prata).
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Apendice |

Composicgédo dos meios de culturas e solugdes:
Agar Nutriente:
EXtrato de carne ......cccocevvieiinenenenne e
Peptona
NaCl

Agua destilada

Solugcdo Tampéo Fosfato(pH 6,8-7,2)

Solucédo Salina Tamponada com Fosfato
Solugdo Tampéo Fosfato
NaCl
Agua destilada

Meio de Suspenséo - 1/500 Caldo Nutriente (1:

Extrato de carne

Peptona
NaCl
Agua destilada

Caldo SCDLP (pH 6,8-7,2)
THIPIONA oo
Peptona de soja
NaCl
Na,HPO,.7H,0
CeH1,06

Agua destilada

PCA (pH 7,0-7,2)

Extrato de levedura

1,25 G
2,5 G
1,25 G
250 mL
1,7 g
50 mL
1 mL
6,8 mL
800 mL

500 NB) pH 6,8-7,2

0,75 ¢
2,5 g
125 g
250 mL
8,5 g
15 g
2,5 g
125 g
125 g
250 mL
125 g
2,5 g
0,5 g
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AGAT 7,5 g
Agua destilada ........cccooeeririecieeieeeeee e 250 mL

Composicéo do Caldo Triptona de Soja (TSB) (Himedia®)

Caseina enzimatica hidrolisada...........cccocveevereveeiiiverennnn. 17,0 g/L
Digestado papaica da SOja.........ccccceeverereieeriesnsesee e 3,0 g/L
DIEXIIOSE .vvveiiereieei it e s st e st e e st e e st e e sereeeserneeeesaaees 25 g/L
ClOreto dE SOTI0.......cvveeee ittt e e eraee e 50 g/L
Fosfato DIPOtASSIO.......ccoeviiiiiieiccece e 25 g/L

Composicdo do Potato Dextrose Agar (PDA) (Himedia®)

Batata. .. ..o e 200 g/lL
DEXIITOSE .ot 20 g/L
AGAT e 25 g/L

Composicdo do Agar MacConkey (Himedia®)

Digestdo Péptica de Tecido Animal...........c.cccceevernnnnn, 15 g/lL
Caseina Enzimatica Hidrolisada............ccccoovvvevveienernnen, 15 g/L
Digestéo Pancreética de Gelatina...........ccccooevvverrrinnnes 17,0 g/L
=T (0 < T 10,0 g/L
SAUS DIHIAIES. ..veiiiiceeie et 15 g/lL
Cloreti de SOUI0........coceereiiie ettt 50 g/L
Violeta Cristal.......cccooovvviiiiiie e 0,001 g/L
Vermelho NBULIO........coviiiiee it 0,03 ¢g/L
AGAN i 150 g/L
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