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Resumo: As inovacgdes tecnoldgicas nas embalagens visam otimizar a prevengdo das
contaminagdes microbioldgicas, garantindo assim uma melhor conservagédo e seguranca alimentar,
neste contexto este trabalho avaliou o efeito antimicrobiano de filmes de polietileno de baixa
densidade (PEBD) incorporados com nanoparticulas de prata (NPsAg) em diferentes concentracdes,
sendo elas 1,50, 15,00 e 75,00 pg/mL. A analise da eficacia antimicrobiana dos filmes foi realizada
utilizando o Teste de Atividade Antimicrobiana de Contato e Teste de Agitacdo em Frasco nas
bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli. De acordo com os resultados, a adicdo de
NPsAg ao PEBD promove propriedades antimicrobianas contra os microrganismos estudados,
sendo a inibicdo microbiana maior em bactérias Gram-negativas do que nas bactérias Gram-
positivas, e observou-se que os filmes nanoestruturados inibiram o crescimento e a reproducdo de
células bacterianas durante os estagios iniciais. Esses resultados sugerem que os filmes de PEBD
aditivado com NPsAg podem contribuir significativamente para a qualidade e seguranca dos
alimentos.
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POLYMERIC FILMS OF SILVER NANOPARTICLES PROVIDE ANTIMICROBIAL
ACTIVITY IN FOOD PACKAGING

Abstract: Technological innovations in packaging aim to optimize the prevention of
microbiological contamination, thus being able to guarantee a better conservation and food safety,
in this case this work has evaluated the antimicrobial effect of low-density polyethylene (LDPE)
films incorporated with silver nanoparticles (AgNPs) at different concentrations, namely 1.50,
15.00 and 75.00 pg/mL. The antimicrobial efficacy analysis of the films was performed using the
Contact Antimicrobial Activity Test and Flask Shaking Test on Staphylococcus aureus and
Escherichia coli bacteria. According to the results, the addition of AgNPs to LDPE promotes
antimicrobial properties against the studied microorganisms, and the microbial inhibition was
higher in Gram-negative than Gram-positive bacteria, and it was observed that nanostructured films
inhibited growth and reproduction of bacterial cells during the early stages. These results suggest
that NPsAg additive LDPE films can contribute significantly to food quality and safety.
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1. Introducéo
As embalagens tém como principal propdsito proteger os alimentos contra qualquer agédo de
deterioracdo, sendo estd podendo ser proporcionada por contaminagdes quimicas, fisicas ou
bioldgicas, desde seu acondicionamento até o consumo final, visando a prolongacéo da shelf life do
produto alimenticio (GAVA; SILVA; FRIAS, 2008; PIRINGER; BANER, 2000).
Dentre as agOes que contribuem para uma melhora da qualidade dos alimentos
ofertados ao consumidor estdo investimentos em infraestrutura de transportes, melhorias nos
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sistemas de refrigeracdo, boas praticas de fabricacdo durante o processamento e inovacdes
tecnoldgicas em embalagens (BRASIL - MINISTERIO DA SAUDE, 2002; PEIXOTO; PINTO,
2016).

Relacionado as inovagdes tecnoldgicas, a aplicacdo da nanotecnologia em embalagens
destinadas a industria de alimentos tem contribuido para buscar solucGes anteriormente
consideradas um obstaculo, como o curto tempo de prateleira (CHAUDHRY et al., 2008), estas
embalagens visam aprimorar a prevencdo de contaminacGes, em especial aquelas proporcionadas
por microrganismos, e assim melhorando a conservagéo e seguranca dos alimentos (BRODY et al.,
2008; MARSH; BUGUSU, 2007; MIHINDUKULASURIYA; LIM, 2014).

Devido a isso, vem sendo apresentada uma nova geracdo de embalagens ativas para
alimentos, como as embalagens nanoestruturadas a base de nanoparticulas metalicas (Greiner,
2009), estas apresentam um o6timo desempenho em suas atividades antimicrobianas e isso se d&
devido a sua elevada proporcéo de area superficial e volume (DAMM; NEUMANN; MUNSTEDT,
2005). Dentre as nanoparticulas metélicas estdo as nanoparticulas de prata (NPsAg), que além de
apresentarem intensa acao antimicrobiana (KIM et al., 2007; RUPARELIA et al., 2008; SONDI,
SALOPEK-SONDI, 2004), é uma das substancias mais utilizadas em conjunto com materiais
poliméricos (BECARO et al., 2015; DEHNAVI et al., 2012; JOKAR et al., 2012)

Desta forma, este projeto teve como objetivo avaliar o potencial de utilizacdo de
embalagens poliméricas aditivadas com NPsAg em relacdo a propriedades antimicrobianas por
meio de analises in vitro, visando melhorar a qualidade fisico-quimica e microbioldgica dos
alimentos.

2. Materiais e Métodos
2.1. Materiais

Foi utilizado masterbach de base de PEBD, contendo em sua formulacdo NPsAg dispersas
no carregador de silica (SiO,) nas concentracdes de 1.50, 15.00 e 75.00 pg/mL e como controle foi
utilizado o filme de PEBD sem a adicdo de NPsAg. Os masterbatches foram obtidos de uma
empresa de nanotecnologia e os filmes foram produzidos em uma fabrica de embalagens plasticas.
Ambas as empresas estdo sediadas em S&o Carlos / SP.

2.2. Atividade Antimicrobiana por Contato

Para o teste de atividade antimicrobiana por contato, as coldnias das bactérias foram
inoculadas caldo de soja tripcaseina (TSB) e incubadas a 37°C por 24 horas. Apds este periodo, as
bactérias foram centrifugadas (Hettich zentrifugen Rotina-390) e o sobrenadante foi descartado para
em seguida estas células serem ressuspensas em solucao salina (0.9%). O indculo de microrganismo
foi ajustado na concentracdo de UFC/mL de 10° (PAGNO et al., 2015).

Os filmes com NPsAg e controle foram cortados em quadrados pequenos e desinfetados por
imersdo em alcool etilico 70% por 15 minutos, para posteriormente serem acomodados na parede
interna dos tubos Eppendorf (PAGNO et al., 2015).

Nos tubos foram adicionados 500 uL de suspensdo microbiana e incubados em agitacdo
suave na incubadora rotativa por 24 horas a temperatura ambiente (x25°C) (PAGNO et al., 2015).

Posteriormente, foi retirada uma aliquota da suspensdo microbiana para se obter diluicdes
seriadas, e de cada diluicdo 10 pL da solucdo microbiana foi semeada no meio agar triptona de soja
(TSA); para em seguida serem incubadas a 37°C em 24 h (PAGNO et al., 2015).

As células viaveis em cada uma das placas, inoculadas com microrganismos, foram contadas
para quantificacdo da formacdo de colonias.(PAGNO et al., 2015).

2.3. Teste de Agitacdo em Frasco

No teste de agitacdo em frasco, os filmes com NPsAg e controle foram cortados em
quadrados pequenos, desinfetados por imersdo em alcool etilico 70% por 15 minutos, e
posteriormente imersos em 100 mL de TSB (JOKAR et al., 2012).
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Em um erlenmeyer contendo TSB com o0s corpos de prova e 0.4 g de tween 80 foi inoculado
1 mL de cada bactéria, ajustados na concentracdo de 10° UFC/mL. Na sequéncia foram incubados
sob agitacdo a 37°C, sendo que a cada duas horas uma aliquota de amostra era retirada para
acompanhamento do crescimento microbiano por meio da leitura de absorbancia a 600 nm pelo
espectrémetro de Ultravioleta — Visivel (UV-Vis) (JOKAR et al., 2012).

3. Resultados e Discusséo
3.1. Atividade Microbiana por Contato

Os resultados obtidos pela atividade microbiana por contato mostraram que os filmes
nanoestruturados exibiram agdes antimicrobianas contra os microrganismos estudados (Tabela 1).

Pode ser observado que S.aureus e E.coli apresentaram uma reducdo de UFC/mL a partir da
concentragdo NPsAg 1.50 pg/mL, porém ao contrario da bactéria Gram negativa a S. aureus
comecou a apresentar diferengas significativas (p<0.05) com o controle negativo a partir da
concentragdo 7.50 pg/mL sugerindo que a inibicdo das bactérias Gram negativas foi
significativamente maior que das bactérias Gram positivas, além disso, foi verificado que quanto
maior a concentracdo de NPsAg nos corpos de prova ha um aumento na inibicdo, sugerindo uma
maior eficacia de agente antimicrobiano dos filmes PEBD com o acréscimo de NPsAg; similares
aos resultados observados por Ruparelia et al.(2008) em um estudo de efeito bactericida de NPsAg
em E.coli e S.aureus.

Tabela 1. Distribuicdo dos valores relativos a média e +desvio padrdo de contagens (UFC/ml) de S.
aureus, e E.coli em relacdo ao controle negativo e aos corpos de prova nanoestruturados (ug/mL).

Concentracoes S.aureus E.coli

(Mg/mL) (UFC/ml) (UFC/ml)

Controle 162.2+68.3°  157.6+21.0°

Negativo
1.50 108.3+43.0™ 117.9+4.2°
15.00 65.8+3.6 38.748.2°
75.00 48.1+2.5° 1.9¢1.1

*Médias seguidas da mesma letra, entre as linhas, ndo sédo significativamente diferentes pelo teste de Games-Howell

(p>0.05).
**Analises realizadas em triplicada.

Os resultados encontrados sugerem que o efeito antimicrobiano das NPSAg pode estar
associado com as caracteristicas de certas espécies de bactérias. As bactérias Gram positivas e
Gram negativas apresentam diferencas na estrutura da membrana, sendo a mais distinta a espessura
da camada de peptidoglicano, que tem como funcdo essencial proteger a bactéria contra agentes
antibacterianos. As Gram positivas por apresentarem uma espessura de peptidoglicano superior as
Gram negativas, podem se proteger com maior eficacia da formagdo de rupturas na sua membrana
celular, corroborando com os valores de inibicdo apresentados nesta pesquisa (KIM et al., 2007,
KIM; LEE; RYU, 2011; RUPARELIA et al., 2008).

3.2. Teste de Agitacdo em Frasco

Os resultados obtidos, por meio do teste de agitacdo em frasco, mostram que os filmes
nanoestruturados influenciaram na cinética de crescimento da S.aureus e E.coli, como pode ser
observado nas figura 1.

Desta forma, ocorre um claro indicativo que os filmes nanoestruturados promoveram
inibicdo no crescimento e na reproducdo de células bacterianas logo nos primeiros estagios.
Corroborando ao que foi observado na pesquisa de Sadeghnejad et al. (2014), onde ao testar a agao
antimicrobiana de filmes de polietileno com NPsAg contra S.aureus e E.coli no teste de agitacdo em
frasco, verificou que a NPsAg influenciou nas fases lag e log de ambas bactérias. Também pode ser
verificado que quanto maior a concentracdo (ppm) de NPsAg nos filmes de PEBD maior é a sua
influéncia na cinética de crescimento das bactérias estudadas.
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Figura 1. Curva de crescimento relativo aos corpos de prova controle e nanoestruturado em S.
aureus (A) e E.coli (B)

4. Conclusodes

Os filmes PEBD + NPsAg, foram eficazes na inibicdo dos microrganismos estudados, sendo
que a NPsAg apresentou uma acdo antimicrobiana maior em bactérias Gram negativas. Os
resultados demostraram o potencial na utilizacdo do polietileno de baixa densidade aditivados com
nanoparticulas de prata na agdo antimicrobiana em embalagens de alimentos, podendo auxiliar na
manutencdo da qualidade e reducdo de riscos de contaminacdo de alimentos.
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