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RESUMO

FIALHO JUNIOR, José Felicio Queiroz, M. Sc., Universidade Federal de
Vigosa, julho de 2015. Adesao e formacgao de biofilmes bacterianos em
superficies de processamento de alimentos funcionalizadas com
nanoparticulas de prata. Orientador: Nélio José de Andrade.
Coorientador: Patricia Campos Bernardes.

A nanotecnologia representa um grande avango na ciéncia em
diversos campos com desenvolvimento de novos materiais com diferentes
funcionalidades e potenciais de aplicacdo. Desta forma, destacam-se as
nanoparticulas de prata (Ag NPs) como agentes antimicrobianos
promissores para inibicdo de adesao bacteriana em superficies de
processamento de alimentos. A contaminacdo de superficies de
processamento de alimentos, principalmente com patégenos, é de grande
preocupacgao, por se tratar de um problema de saude publica. Neste
contexto, este trabalho objetivou estudar o efeito antimicrobiano das
superficies de ago inoxidavel e de polietileno (PE) funcionalizadas com Ag
NPs sobre a adesdo de diferentes espécies bacterianas, bem como
avaliar possiveis alteracbes nas caracteristicas fisico-quimicas dessas
superficies que possam influenciar no processo de formacao de biofilmes
de micro-organismos. Observou-se que de acordo com o critério
quantitativo, ou seja, com base nos resultados da variagdo da energia

livre da interagdo hidrofébica (AGIY'), tanto as superficies de ago

sas

inoxidavel analisadas quanto as superficies poliméricas foram

consideradas hidrofébicas por apresentarem o valor AG2" negativo; além
disso, houve diferenca (p < 0,05) entre os valores de AGY" encontrados

para ambas as superficies funcionalizadas quando comparadas as
superficies controles. No estudo das superficies bacterianas em termos

de AG!Y", verificou-se que sdo hidrofilicas. A partir da variagdo da

sas !
energia livre de ades&o (AGagesao), Verificou-se que para todas as
superficies analisadas a AGadesso foi termodinamicamente favoravel

(AGadeszo < 0) sendo que, para todas as superficies funcionalizadas com
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Ag NPs, obteve-se diferenca (p < 0,05) no valor de AGadeszo €m relagao a
superficie controle. Em adigéo, a superficie de PE funcionalizado com Ag
NPs tornou a superficie de processamento termodinamicamente mais
favoravel a adesao para as trés bactérias avaliadas em comparacdo com
o controle. Em relacdo a adesao das células vegetativas de E. coli, S.
aureus e P. fluorescens, observou-se que ndo houve diferenca (p < 0,05)
entre as superficies controle e funcionalizadas, embora o resultado da
termodinamica de adesao ter sugerido diferenca. No estudo da adeséao de
P. fluorescens em cilindro de ago inoxidavel revestido com Ag NPs,
simularam-se as forgas de cisalhamento e a turbuléncia provocadas pelo
bombeamento do fluido, encontrando-se 4,47 log UFC.cm™ no cilindro
controle e 4,17 log UFC.cm™? no cilindro funcionalizado, ndo havendo
diferenca entres eles (p < 0,05). A concentragdo minima inibitéria (CMI)
da dispersdao de Ag NPs determinada foi de 12,50 mg.L"" para as trés
bactérias avaliadas: S. aureus, E. coli e P. fluorescens. Para as em
cilindro de ago inoxidavel revestido com Ag NPs em pé a CMI foi de 6,25
mg.L-! para todos micro-organismos. Utilizando a técnica de
espectroscopia de absorcdo atbmica, verificou-se que nao houve
lixiviagdo de Ag NPs da superficie de aco funcionalizada para os dois
simulantes testados (agua e leite desnatado reconstituido), reforgando a
hipétese de uma forte interagdo na matriz do ago entre as Ag NPs e o
silano, formando uma ligagdo ordenada e complexa que interferiu na
efetividade do antimicrobiano. As topografias das superficies também
foram observadas por meio da microscopia de forca atdbmica (MFA),
sendo a rugosidade média da superficie de ago controle de 325 + 21,9
nm, a de aco funcionalizada de 343 * 20,6 nm, a de PE controle 370 +
55,9 nm e a de PE funcionalizado de 425 * 24,7 nm. Os resultados
mostraram que as Ag NPs nao foram eficientes para inibicdo de adesao
bacteriana nas superficies consideradas, necessitando, portanto, de mais
estudos fisico-quimicos para compreensao do aprisionamento da prata

nas superficies de processamento.



ABSTRACT

FIALHO JUNIOR, José Felicio Queiroz, M. Sc., Universidade Federal de
Vigosa, July, 2015. Adhesion and formation of bacterial biofilms on
food processing surfaces functionalized with silver nanoparticles.
Adviser: Nélio José de Andrade. Co-adviser: Patricia Campos Bernardes.

The nanotechnology represents a huge advance through science in
several areas with development in new materials and possible uses. Thus,
we can stress the silver nanoparticles (Ag NPs) as promising antimicrobial
agents to inhibition of bacteria access in food processes areas. The
surface’s contamination of food processes areas, mainly by pathogens, is
worry’s target because it is a public health problem. In this sense, this
search aimed to study the antimicrobial effect from surfaces made of
stainless steel and coated by polyethylene with Ag NPs affected by
different bacterial species besides possible changes in the physical-
chemical characteristics in these surfaces that could influence the micro-
organisms access process. We could observe that according to the
quantity criterion, so, based on the energy variety of free hydrophobic

interaction results (AG.2") both, the stainless steel surfaces analyzed and

the polymer surfaces were considered hydrophobic because they present

the negative value for (AGI2") besides there was a huge difference (p <

sas

0,05) between the values of (AG!Y") found for both surfaces used when

compared to the control surfaces. In the study of bacterial surfaces in

AG!2Twe checked they are hydrophilic. From the variation of free energy

of access AGageszo, We checked that for all the analyzed surfaces to
AGadesao Was favorable thermodynamicly (AGadesso < 0) being for all used
surfaces with Ag NPs, we obtained a huge difference (p < 0,05) in the
value of AGageszo related to the control surface. In addition, the surface of
polymer used with Ag NPs became the process surface
thermodynamically more favorable to access for three bacteria evaluated.
About the access from vegetative cells from E. coli, S. aureus e P.
fluorescens, we observed that didn’t have important difference (p < 0,05)

between the control surfaces and used, although the results from the
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thermodynamic access suggested difference. In the study of access from
P. fluorescens in stainless steel cylinder functionalized and control, we
simulate the forces of deformation and the disturb promoted by pumping
fluid, there wasn’t relevant difference between them (p < 0,05). The
minimum inhibition concentration (CMI) from the dispersion Ag NPs
determined was of 12, 50 mgL"' for the three bacteria evaluated: S.
aureus, E. coli e P. fluorescens. In order to the poder of Ag NPs the CMI
was from 6,25 mg.L" for all micro-organisms. Using the spectroscopy
technique of atomic absorption, we concluded that there wasn’t silver
diffusion from the used steel surface to two tested simulants (water and
skim reconstituted milk), reinforcing the hypothesis from a strong
interaction in the steel matrix between Ag NPs and the silane, making na
ordenated and complex connection that interfered in the effectiveness of
the antimicrobial. The surface topographies also were observed by the
atomic force microscopy (MFA), resulting the media roughness of steel
surface control was 325 £ 21,9 nm, the steel one used was de 343 + 20,6
nm, the control polymer 370 £ 55,9 nm and the used polymer from 425 *
24,7 nm. The results showed that in this study, the nanoparticles of silver
wasn’t efficient to inhibition of bacterial access in the considered surfaces,
requiring therefore, from more physical-chemical studies to

comprehension of imprisonment of silver in the surface of the processing.
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1. INTRODUGAO

Atualmente, materiais em tamanho nanométrico tém emergido
como novos antimicrobianos, destacando-se as Ag NPs com potencial de
aplicacdo em superficies utilizadas no processamento de alimentos. As
Ag NPs apresentam potencial para inibir a adesdo microbiana em
superficies de aco inoxidavel ou polimeros que sdo comumente utilizadas
nas industrias de alimentos prevenindo assim a formagéao de biofilmes.

Em razdo de diversos fatores, como o aumento de concorréncia
com os produtos importados, consumidores mais exigentes e fiscalizagao
sanitaria mais efetiva, muitas industrias aumentaram os investimentos na
qualidade microbiologica dos produtos e gradativamente aprimoraram
tecnologias e desenvolveram novos processos para aumentar a qualidade
e inocuidade dos alimentos.

Estratégias tém emergido com potencial para inibir a adesdo
microbiana, como por exemplo, a aplicacdo de cobertura contendo
compostos que possuam propriedade antiadesiva a bactéria e a outros
micro-organismos colonizadores.

Diversos fatores influenciam na adesdo bacteriana: fatores
microbiolégicos como gendtipo especifico do micro-organismo, formagéao
de exopolissacarideos, ocorréncia de apéndices celulares, estrutura e
condi¢gdes ambientais do filme como temperatura, pH, suprimento e
demanda de oxigénio e aspectos fisico-quimicos das superficies
interatuantes como rugosidade, hidrofobicidade, carga elétrica.

Sendo assim, diferentes compostos tém sido aplicados nas
superficies de processamento de alimentos na tentativa de prevenir a
adesao bacteriana a partir da modificagdo de suas caracteristicas fisico-
quimicas, o que corrobora com a importancia do estudo da viabilidade de
aplicacdo de novas superficies de processamento na industria de
alimentos.

Assim, este estudo teve como objetivos:



IV.

VL.

Avaliar o efeito antimicrobiano de nanoparticula de prata
presente na superficie de aco inoxidavel e de polietilieno
sobre as espécies Staphylococcus aureus, Escherichia coli e

Pseudomonas fluorescens;

Determinar a variagdo da energia livre de interagéo
hidrofébica das superficies antimicrobianas e das espécies
bacterianas a variagdo da energia livre de adesdo entre as

superficies antimicrobianas e as bactérias;

Quantificar as células aderidas de Pseudomonas
fluorescens em cilindros de aco inoxidavel revestidos com

nanoparticulas de prata;

Determinar a concentragdo minima inibitéria (CMI) do
antimicrobiano sobre as espécies Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens;

Avaliar a ocorréncia o residuo de prata liberado pela
superficie de ago inoxidavel condicionada no leite e na agua

(controle);

Avaliar a rugosidade e a microtopografia das superficies
controle e funcionalizadas com nanoparticulas de prata de

aco inoxidavel e de polietileno.



2. REVISAO DE LITERATURA

A industria alimenticia aprimora gradativamente as tecnologias e
desenvolve novos processos para aumentar a qualidade e inocuidade dos
alimentos. Recentemente, em razéo de diversos fatores, como o0 aumento
de concorréncia com os produtos importados, consumidores mais
exigentes e fiscalizacdo sanitaria mais efetiva, muitas industrias
aumentaram os investimentos na qualidade microbiolégica dos produtos.

Na dultima década, a prata voltou a despertar interesse na
comunidade cientifica em funcdo da necessidade de desenvolvimento de
sinteses de novos antimicrobianos, em virtude do aumento no numero de
bactérias resistentes a antibidticos. Seu efeito microbiano € amplamente
conhecido, porém o mecanismo de acdo da prata sobre o micro-
organismo ainda nao esta bem esclarecido (MORONES et al., 2005).

A contaminagao de superficies por micro-organismos patogénicos
e deterioradores é causa de preocupac¢ao na industria de alimentos. A
adesdo e consequente formacdo de biofimes no ambiente de
processamento de alimentos resultam em produtos com inocuidade
comprometida e possiveis riscos a saude humana. O envolvimento dos
micro-organismos no processo de adesao e formagao de biofilmes nas
superficies de equipamentos e utensilios para processamento de
alimentos ocorre em varios niveis de intensidade. A liberacdo desses
micro-organismos podera trazer consequéncias indesejaveis a qualidade
do alimento produzido, como a alteracdo desses e veiculagdo de
patégenos (ANDRADE, 2008).

Considerando que a superficie de adesdo é essencial para o
desenvolvimento de um biofime, o entendimento de como as
propriedades das superficies influenciam o processo de adeséao
bacteriana, pode ajudar a desenvolver alteragcdes ou agentes que entrem
em contato com essas superficies de forma que a adesao seja controlada
(BERNARDES, 2008).

Os aspectos fisico-quimicos da adesdo sao explicados pelas

teorias de Derjaguin e Landau, em 1941 e Verwey e Overbeek, em 1948



(DLVO) e complementada por van Oss e colaboradores em 1994 (DLVO

Estendida), usadas para predizer a adesao microbiana.

2.1.Nanoparticulas de prata

Atualmente, materiais em nanoescala tém sido empregados como
novos antimicrobianos. O termo “nano” é usado para indicar a bilionésima
parte de um metro ou 10° m. As nanoparticulas sdo agrupamentos de
atomos com tamanho variando de 1-100 nm (RAI et al., 2009). O uso de
Ag NPs como agente antibacteriano é relativamente novo e sua atividade
pode ser aplicada na medicina para reduzir infecgées, bem como prevenir
a colonizacdo bacteriana em superficies de proteses, cateteres, materiais
odontolégicos e na industria de alimentos em superficies de
processamento. Podem ser empregadas também no controle microbiano
em téxteis e no tratamento de agua (GUZMAN et al., 2009). Na sintese
das Ag NPs, deve-se dar énfase no controle do tamanho das particulas,
pois o efeito bactericida é influenciado pelas dimensbes da particula,
tendo as menores particulas os melhores efeitos (SHAHVERDI et al.,
2007).

O efeito antimicrobiano da prata tem sido reconhecido ha muitos
anos. Na antiguidade, a prata era utilizada em recipientes de agua e
também na prevengao de deterioragcao de liquidos e alimentos. Em 1884,
gotas de nitrato de prata foram introduzidas como tratamento profilatico
em olhos de recém-nascidos para prevenir infecgdes causadas por
Neisseria gonorrhoeae transmitida durante o parto por maes infectadas
(RODRIGUEZ et al., 2007). Os ions de prata eram geralmente utilizados
no tratamento de queimaduras e como agentes quimioterapicos contra
patologias provocadas por bactérias, como Staphylococcus aureus e
Streptococcus pneumoniae. Em 1940, apés a introdugao da penicilina em
procedimentos médicos, 0 uso da prata como agente bactericida diminuiu.
Entretanto, com o uso indiscriminado de antibiéticos houve sele¢ao de
cepas resistentes a antibidticos. Portanto, a prata voltou a despertar
interesse na comunidade cientifica em razdo da necessidade de

desenvolvimento de novos antimicrobianos (CHOPRA, 2007).
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O efeito antimicrobiano da prata foi verificado pela primeira vez por
von Naegelis contra algas, na forma de ions de prata. Em documentos
cientificos do fim do século XVIII, o uso de coldides de prata, ou seja,
particulas nanométricas em solugdo com tamanho variando de 10°m a
10 m foi relatado, sendo seu uso intensificado entre 1910 e 1920. Além
da prata, muitos outros metais foram estudados, resultando na seguinte
escala de toxicidade contra micro-organismos: Ag > Hg > Cu > Cd > Pb >
Co > Au > Zn > Fe > Mn > Mo > Sn. Adicionalmente, a prata € o metal
que apresenta a menor toxicidade para as células animais (NETO et al.,
2008).

Os mecanismos de agao de ions Ag* e das Ag NPs sobre micro-
organismos ainda ndo sao bem estabelecidos e diferenciados. Alguns
mecanismos tém sido propostos e aceitos para os ions de prata. Acredita-
se que ocorra ligacao extracelular ou precipitagdo de prata na parede e
membrana celular (BELLANTONE et al., 2002). A parede celular contém
peptideoglicano carregado negativamente que provavelmente ira interagir
eletrostaticamente com alguns ions Ag*. A prata podera interagir com
proteinas celulares, incluindo enzimas por meio de grupos sulfidrilicos (-
SH) levando a inativagdo das proteinas e, consequentemente, das
bactérias. Estas enzimas sao chaves e participam da geracdo de energia
transmembrana e transporte de ions podendo levar ao bloqueio da
respiragao e da transferéncia de elétrons (FENG et al., 2000; KLUEH et
al., 2000). Outra agao proposta refere-se a interagdo da prata com o acido
desoxirribonucléico (DNA) por meio de deslocamento das ligagdes de
hidrogénio entre as bases purinicas e pirimidinicas impedindo sua
replicacdo. Por ultimo € também aceito que a prata se liga a grupos
doadores de elétrons, como aminas, hidroxilas e fosfatos que contém
nitrogénio, oxigénio e enxofre (RODRIGUEZ et al., 2007).

A prata € um metal que consta na lista positiva de aditivos para
matérias destinadas a elaboragcédo de embalagens e equipamentos em
contato com alimentos. Segundo a RDC n° 17 de 2008 da ANVISA, que
esta de acordo com as legislagdes americanas e do MERCOSUL, o limite
de migracao especifica total (LME (T)) estabelecido é de 0,05 mg de
Ag/kg de simulante (BRASIL, 2008). Ja segundo a Organizagao Mundial
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de Saude (OMS), a agua potavel pode conter até 0,1 mg/L de prata sem
trazer riscos para saude humana.

Panacek et al. (2006) verificaram que a toxicidade de Ag NPs
depende da sua forma e tamanho. Segundo Pal et al. (2007), Ag NPs com
tamanhos variando de 1 a 10 nm s&o mais prejudiciais as células
bacterianas do que nanoparticulas maiores.

Araujo et al. (2012) conduziram um estudo para determinar os
efeitos de Ag NPs na forma concentrada (60 ug.L"') em Pseudomonas
aeruginosa. Foram imersos cupons de ago inoxidavel, previamente limpos
e esterilizados, em meio de cultura apropriado contendo indculo de P.
aeruginosa (ATCC 15442). Apos o periodo de incubacdo, os cupons
foram removidos, secos e imersos nas solugbes contendo Ag NPs
concentrada ou agua (controle) por 30 ou 60 min. Apds o tempo de
contato houve reducgédo de 5 ciclos logaritmicos do numero inicial de P.
aeruginosa nos cupons imersos em nanoparticulas de prata concentrada
em relagao ao controle, tanto para 30 como 60 min de contato. Deste
modo, as Ag NPs podem ser usadas na industria de alimentos como
antimicrobiano, ja que para uma solugdo sanitizante ser considerada
eficaz deve reduzir, no minimo, 3 ciclos log do numero inicial de células
aderidas (ANDRADE, 2008).

2.2.Adesdo bacteriana, formacao de biofilmes e fatores fisico-
quimicos e termodinamicos de relevancia

A adeséao e consequente formacgao de biofilmes bacterianos podem
ser indesejaveis sob inumeros aspectos na industria de alimentos. Do
ponto de vista microbiolégico, a adesado pode representar um sério
problema de higiene e de saude publica ja que pode ser constituido de
micro-organismos alteradores e/ou patogénicos (ANDRADE, 2008), que
estdo diretamente ligados a veiculagdo de doengas associadas ao
consumo de alimentos.

Segundo o Ministério da Saude, representado pela Secretaria de
Vigilancia em Saude (SVS), apenas em 2012 o sistema de Informacgao de

Agravos de Notificacdo (SINAN) registrou 792 surtos no pais — episodio



em que duas ou mais pessoas apresentam os mesmos sintomas apds
ingerir alimentos e/ou agua da mesma origem, ou um caso de doenca
rara — com aproximadamente 12 mil pessoas hospitalizadas. Em razédo da
acao antimicrobiana da prata, estas se tornam uma estratégia em
potencial para inibir a adesdo microbiana em superficies de
processamento de alimentos, reduzindo assim a possibilidade de
formacgéao de biofilmes e reduzindo o risco a saude publica.

A adesao de micro-organismos em superficies € um fendmeno que
ocorre naturalmente em meios aquosos e depende das propriedades
superficiais, como tensdo superficial, entalpia superficial por unidade de
area, composicao da superficie, dentre outros, dos suportes de adesao
como ago, polimeros e marmore e das membranas dos micro-organismos.
Além disso, as propriedades microbioldgicas e as caracteristicas do meio
circundante, como temperatura, pH, forca ibnica e disponibilidade de
nutrientes, determinam, em muitos sistemas, o processo de adsorcao
(UBBINK et al., 2007).

A adsorcdo € um processo espontdneo em que um componente do
sistema concentra-se em maior quantidade na interface do que nas outras
fases em contato. A molécula difunde-se para a interface devido ao
excesso de energia livre de Gibbs que existe nesta interface e também
em virtude de interagcbes energeticamente favoraveis que podem ocorrer
entre o solido adsorvente e o soluto, ou interagcdes desfavoraveis entre
soluto e componentes da solucdo (SOMASUNDARAN et al., 2003). A
Equacao 1 fornece o numero de moléculas adsorvidas na interface (I),
sendo que a adsorcdo um fendmeno dependente da tensdo interfacial (/')
e do potencial quimico (p):

i &
du, (1)

Alguns fatores podem afetar o mecanismo do fenédmeno de
adsorcao na interface. A natureza da superficie, por exemplo, determina a
area disponivel para ocorrer a adsor¢gdo, e a natureza quimica dos
compostos da interface direciona a interacdo que ocorre entre as

moléculas e a superficie (DAS et al., 2006).



A formagdo de um biofilme inclui muitas etapas, mas um pré-
requisito € a adesao das células microbianas a superficie. Estudos das
propriedades de adesao de bactérias tém mostrado que as caracteristicas
fisico-quimicas da superficie da célula contribuem determinantemente no
processo de adeséo (CHAVES, 2004).

As interagcbes dos micro-organismos com a interface do substrato,
no processo de adesdo, podem ser especificas ou nao especificas.
Interagdes especificas envolvem o reconhecimento de um determinado
sitio, de uma molécula receptora que se encontra na interface do micro-
organismo, enquanto a interagdo nao especifica € dirigida pelas
propriedades fisico-quimicas das duas interfaces interatuantes: micro-
organismo e superficie na adesdao (ABBASNEZHAD et al., 2008).

A hidrofobicidade celular é considerada de relevancia no estudo
das propriedades da superficie bacteriana visando o entendimento do
processo de adesdao nao especifica da bactéria ao substrato. Este
parametro reflete as inumeras interacdes intermoleculares, incluindo-se
entre elas, as ligagdes covalentes, as pontes de hidrogénio e as forgas de
dispersao, que ocorrem entre as moléculas da interface bacteriana e da
interface do substrato, sendo todas estas formas de interagao
fundamentais para o processo de adsor¢ao/adesdao (SOMASUNDARAN
et al., 2003).

Existem na literatura dados de experimentos que mostram que a
adesao microbiana depende fortemente da estrutura hidrofébica e/ou,
hidrofilica das superficies de interagdo. Somente as interagdes interfaciais
sdo relevantes para a definicdo de hidrofobicidade e hidrofilicidade. A
diferencga basica entre essas interagdes € a competicdo entre a energia
livre interfacial de coesao do sdlido, imersos na agua, e a energia livre de
coesao do liquido (van OSS; GIESE, 1995).

A importancia do carater hidrofébico da superficie das células na
adesao foi explicada por van Loosdrecht et al. (1990) que ressaltou que
para se estabelecer uma adesao efetiva entre duas superficies em meio
aquoso o filme de agua que as separa tem que ser removido e a
hidrofobicidade das superficies interatuantes contribui para a facilidade

dessa remocgao. Portanto, a interface bactéria e liquido e a interface
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superficie de adesao e liquido terdo que ser substituidas pela interface
bactéria e superficie de ades&do. Segundo a teoria termodinamica, a
adesédo so se verifica se 0 processo conduzir a uma redug¢ao da variacao
da energia livre de Gibbs de adesado, obtendo-se valores negativos de
AGadeszo. A comparagao € expressa em termos da variagdo da energia

livre de adesao (Equacgéo 2):

AT adesso = ,-75_- - .-’?}_' - .'-;:.'

(2)

em que AGadeszo € @ energia livre de Gibbs, y»s a tenséo superficial entre a
superficie e bactéria, y» a tensao superficial entre bactéria e liquido e, por
fim ys a tensdo superficial entre superficie e liquido.

Devido ao comprimento da bactéria, de aproximadamente 1 um,
seu formato e cobertura com biomacromoléculas e carga global negativa,
as bactérias sdo consideradas particulas coloidais vivas, e portanto, as
propriedades fisico-quimicas de um sistema formado por muitas bactérias
assemelham-se as dos coldides. Importantes aspectos da interagao
bacteriana com a superficie e da adesao podem ser entendidos baseados
no conhecimento das propriedades fisico-quimicas e coloidais da bactéria
(DUFRENE, 2003). As bactérias podem modificar a composicdo da
superficie celular durante a fase de multiplicagdo, ou em fungdo de
mudangas na composigcdo do meio. Assim, essas alteragdes causam
mudangas nas propriedades coloidais e influenciam no processo de
adesdo.

A topografia da superficie também & um fator que pode influenciar
no processo de adesao de bactérias na superficie. A rugosidade de uma
superficie pode aumentar a retencdo de micro-organismos, pois
representam locais de abrigo menos influenciados pelas forgcas do fluido.
O efeito da rugosidade da superficie € importante quando ocorre a
adesao da primeira camada de micro-organismos tendo menor influéncia
quando uma superficie de adesao ja tem biofilme formado (MACHADO,
2005).



Superficies utilizadas em industrias e que entram em contato com
os alimentos apresentam diferentes microtopografias de superficie
(rugosidade), podendo apresentar fissuras ou microfissuras ou fendas
com tamanho suficiente para alojar micro-organismos, principalmente
bactérias. A ocorréncia dessas imperfeicdes origina regides de dificil
acesso que podem reduzir a eficiéncia de procedimentos de higienizagao,
favorecendo a multiplicagdo microbiana e o desenvolvimento de micro-
organismos.

Desta forma, a aplicacdo de cobertura contendo compostos que
possuam propriedades antiadesivas a bactéria e a outros micro-
organismos colonizadores tém sido empregados para prevenir a adesao.
Os mecanismos principais para evitar a interacdo entre bactéria e
substrato consistem no desenvolvimento de superficies com propriedades
antiadesivas ou com propriedades antimicrobianas. Diferentes compostos
tém sido aplicados na tentativa de prevenir a adesao bacteriana.

Machado (2013) impregnou Ag NPs em etileno vinil acetato (EVA),
usando silica como suporte, e avaliou a atividade antimicrobiana de
pellets de EVA em agua sobre Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae utilizando trés diferentes
amostras: pellets com Ag NPs; pellets sem tratamento com Ag NPs e o
indculo do micro-organismo em avaliagao. Avaliando-se as médias da
redugdo de UFC.mL" observou-se que houve redugdo de 100% no
numero de UFC.mL™" apds 24 h de contato da agua ultrapura inoculada
com as quatro espécies de micro-organismos e os pellets com Ag NPs.

Estudos recentes mostram que tubos endotraqueais com
revestimento antimicrobiano tém sido utilizados na area médica para
evitar formagao de biofilmes e consequente colonizacdo de bactérias nos
pulmdes causando pneumonia. Na concepgdo dos biomateriais
impregnados com antimicrobianos, tanto a selecdo quanto a taxa de
liberagdo do antimicrobiano do dispositivo devem ser considerados. Berra
et al. (2008) estudaram diferentes revestimentos para os tubos
endotraqueais e observaram que em estudos in vitro, os tubos revestidos
com sulfadiazina de prata (SP) apresentaram propriedades antimicrobianas

contra P. aeruginosa prevenindo a formacao de biofilmes durante 72 h.
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Bernardes et al. (2014) estudaram membranas de polissulfona
(PSF) modificadas com Ag NPs obtidas por nova sintese (nAgNS), Ag
NPs obtidas comercialmente (nAgC), SP, brometo de
dodeciltrimetilaménio (DOTAB), cloreto de benzalcénio (CB) ou
dodecilbenzeno sulfonato de sédio (DBSS) com a finalidade de melhorar
a eficiéncia do processo de filtracdo de agua pela diminuigdo do
biofouling. As propriedades antimicrobianas e anti-biofouling foram
avaliadas pelo teste de difusdo em agar, capacidade de retencao de E.
coli e teste da adesédo de E. coli. No teste da difusdo em agar, E. coli foi
considerada sensivel ao efeito antimicrobiano das membranas nAgNS
1%, 3%, 6%, 10% e DOTAB 10% enquanto S. aureus foi sensivel a
nNAgNS 1%, 3%, 6% ,10%, DOTAB 10%, CB 0,22%, 2% e 10%. Em
relacdo a capacidade de retencdao de E. coli as membranas que
apresentaram os melhores resultados foram PSF, nAgNS 1%, 3%, 6%,
10%, nAgC 0,22% e 3%. As membranas de polissulfona modificadas com
Ag NPs obtidas por nova sintese nas concentragbes de 6% e 10% foram
as que apresentaram os melhores resultados para obtencdo de
membranas com caracteristicas anti-biofouling para serem utilizadas no
processo de filtragdo de agua, visando a obtengao de agua potavel.

Kong e Jang et al. (2008) compararam as propriedades
antibacterianas de nanofibras de polimetilmetacrilato (PMMA) contendo
Ag NPs com SP e com AgNO3 na mesma concentracao de prata contra E.
colie S. aureus. As nanofibras proporcionaram maior taxa de morte. SP e
AgNO3 apresentaram propriedade antimicrobiana por liberagao de ions de
prata. Quando os ions de prata entraram em contato com a bactéria,
precipitados pretos foram formados via redugédo do ion ou formagao de
sal. Os precipitados comprometeram a eficiéncia antimicrobiana. Por outro
lado, as nanofibras liberaram Ag NPs com didmetro de 7 nm e o contato
com a bactéria nado resultou em precipitacdo. Por essas razoes,
concentragao efetiva de Ag NPs pode ser muito menor que de ions de
prata.

Araujo et al. (2012) avaliaram a capacidade de Ag NPs em
removerem células vegetativas aderidas em superficies de acgo inoxidavel,

bem como a capacidade das nanoparticulas em alterar as caracteristicas
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termodinamicas de superficie de ago inoxidavel a fim de reduzir o
processo de adesado e formagédo de biofilmes. Observou-se que as Ag
NPs, na concentragdo de 60 mg.L"' foram eficientes na remogéo de
células aderidas de Bacillus cereus em cilindros de ago inoxidavel (area
interna de 336,5 cm?). Verificou-se também que a termodinamica de
adesdo se tornou desfavoravel apds a superficie de aco inoxidavel ter
sido condicionada com Ag NPs para S. aureus, Listeria innocua,
Salmonella Choleraesuis, P. aeruginosa, E. coli e B. cereus. Portanto, as
nanoparticulas de prata estudadas apresentaram ser uma estratégia
interessante na industria de alimentos para controle de adesdo e

consequente formacao de biofilmes.

3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado nos Laboratério de Higiene Industrial e
Microbiologia de Alimentos (LHMA) do Departamento de Tecnologia de
Alimentos (DTA), no Laboratério de Quimica Verde Coloidal e
Macromolecular do Departamento de Quimica e no Laboratério de Raios
X e Nanocospia do Departamento de Fisica, da Universidade Federal de
Vigosa (UFV).

3.1 Superficies

As superficies utilizadas para a adesédo das células bacterianas
foram cupons de aco inoxidavel AISI 304 com 10 x 10 x 1 mm e de
polietileno com 20 x 20 x 1 mm, adquiridos comercialmente de uma
empresa brasileira contendo as Ag NPs. Para a realizagdo do
experimento, os cupons foram higienizados por imersao em detergente
neutro durante 1 h, enxaguados com agua destilada esterilizada, secos e
limpos com alcool 70% (v/v). Apds a higienizagdo, os cupons foram
novamente lavados com agua destilada esterilizada, secos por 2 h a 60
°C e autoclavados a 121 °C/15 min (ARAUJO, 2010).
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3.2 Adesao das células bacterianas nos cupons de ago inoxidavel
e de polietileno revestidos com nanoparticulas de prata

Estirpes de Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia coli
(ATCC 11229) e Pseudomonas fluorescens (ATCC 13525) foram ativadas
separadamente em 3,0 mL de BHI e incubados de 18-24 h em estufa a
35-37 °C. A seguir os cupons funcionalizados com nanoparticulas de
prata e controle (sem revestimento) foram colocados em tubos falcon
contendo 6 mL de caldo BHI cada e 1 mL da cultura bacteriana. Os tubos
foram incubados sob agitagdo de 120 rpm, a 37 °C para S. aureus e E.
colie a7 °C para P. fluorescens por 72 h, sendo que a cada 24 h o meio
foi trocado. Em seguida, os cupons foram removidos e lavados com
tampéo fosfato salino (PBS pH 7,4) esterilizado, removendo-se assim as
células ndo aderidas (MARQUES, 2005). Em sequéncia, os cupons foram
imersos no mesmo tampao com a finalidade de remocado das células
sésseis por meio de agitagdo em vortex durante 1 min. Dilui¢gdes
adequadas foram preparadas a partir deste ultimo tampao e aliquotas
foram plaqueadas em agar padrao para contagem (PCA), determinando-
se o numero de células (UFC.cm™?) aderidas.

Os dados foram analisados por meio da Analise de Variancia (teste
F) a 5% de probabilidade e uma vez constatados o efeito significativo do
tratamento, aplicou-se entdo o teste Tukey, a 5% de probabilidade. Todas
as analises foram utilizando-se o software estatistico SAS® (Statistical

Analytical Software, version 9.1).

3.3 Determinacao da energia livre de interagao hidrofébica e da
energia livre de adesao

3.3.1 Determinacgao do angulo de contato

3.3.1.11 Medida do angulo de contato para superficies

Para as superficies de aco inoxidavel e de PE revestidas e para as
superficies controles, o angulo de contato entre a superficie e agua,
formamida e a-bromonaftaleno foi determinado usando o gonidémetro

(Kruss, Germany). Foi feita a medigédo do angulo de contato de uma gota

13



de 2,0 yL a cada segundo durante 30 s consecutivos para todos os
liquidos e superficies avaliadas. As medidas foram realizadas a
temperatura de 25 °C. Foram feitas trés repeticdes para cada liquido em

cada superficie.

3.3.1.2 Medida do dngulo de contato para micro-organismos

Para a medigdo do angulo de contato da superficie das células
bacterianas, as medidas foram realizadas sobre uma camada de células
vegetativas usando o método descrito por Busscher et al. (1984).
Primeiramente, as bacterias foram ativadas, trés vezes em caldo BHI com
a finalidade de obter-se uma suspensdo da cultura ativa com,
aproximadamente, 10’ UFC.mL"'. Posteriormente, 30 mL da suspensao
ativa foram centrifugados a 12.000 x g por 10 min, sendo em seguida
lavada por trés vezes em tampao PBS 0,1 M. A massa celular foi
ressuspendida neste mesmo tampao sendo depositada sobre um filtro de
membrana de acetato celulose de 0,45 pm de poro e 47 mm de didmetro
por filtracao utilizando pressao negativa. Foram adicionados 30 mL de
agua ultrapura no momento da filtragdo. Para padronizar o conteudo de
umidade, os filtros foram transferidos para Placas de Petri contendo 1%
de agar (m/v) e 10% de glicerol (v/v). As membranas foram cortadas em
trés partes sendo cada parte usada para medi¢gao do angulo de contato
com cada liquido diferente. As medidas de angulos de contato foram
realizadas para trés liquidos com diferentes polaridades (agua, formamida

e a-bromonaftaleno).

3.3.2 Determinacao da variacao da energia livre de interagao
hidrofébica e da variagao da energia livre de adesao

A variacédo da energia livre de interagdo hidrofébica AGsas'©T entre
as moléculas da superficie (s) imersas em agua (a) foi calculada pelo
somatorio dos componentes apolar e polar da energia livre de interagao,
AGsas™W e AGsas® respectivamente (van OSS, 1994).

AGY, = AG.. + AGZ,

sas sas sas (3)
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Aplicando as equagdes 4 e 5, foi possivel chegar ao valor de AGY.

ou AG?, e predizer em relagdo a hidrofobicidade de um substrato (s) ou

de uma superficie celular (b):

AGhr =2y =y (4)

AGg = —4(\/ Vivs N vare —Nrive v ) (5)

em que, vV, »* e y~ sdo os componentes da tensdo interfacial da

superficie e yw™"V, " e ¥~ sdo os componentes da tensdo interfacial da
agua.
Os componentes da tensdo interfacial das superficies nas

condi¢des avaliadas foram determinados pela Equagéao 6.

@+ co)y, = 2(Jy yY +\lyir +rent) (6)

Para se determinar as trés componentes da tensao interfacial das
superficies determinou-se o angulo de contato formado por trés liquidos
de polaridades diferentes. Foram utilizados dois liquidos polares (agua e
formamida) e um liquido apolar (a-bromonaftaleno) cujas férmulas

estruturais estao representadas na Figura 1.

o {I? Br

A B C

Figura 1 — Estrutura quimica dos liquidos: agua, formamida e a-
bromonaftaleno usados para medidas dos angulos de contato

nas superficies de ago inoxidavel e de polietileno.
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Com os valores contidos na Tabela 1 aplicando-se a Equacao 6

para cada um dos liquidos usados chegou-se ao seguinte sistema de

equacoes:
a)y-" =111(1+ cos,)? (7)
b)5,049/7; + 50495 =364(1+ cod, ) — 15551+ cog;) (8)
€)6,293/r¢ +1510/y5 = 291+ cod; ) — 208061+ coLy) 9)

Tabela 1 — Componentes da tensao de interfacial de liquidos de diferentes
polaridades a 25 °C

Liquido Tensio Interfacial (mJ/m?)
Y| Tot Y| LW Yl + V| -
a-Bromonaftaleno 44,40 44,40 0,00 0,00
Agua 72,80 21,80 25,50 25,50
Formamida 58,00 39,00 2,28 39,60

Pela resolugcao destas trés ultimas equacdes, temos as trés
componentes da tensao interfacial da superficie, ys "V, ys * e ys , que
permitiram calcular a tens3o interfacial global de uma superficie (s), ys'°T .

A partir dos valores das componentes da tensao interfacial é
possivel determinar a variagdo da energia livre de Gibbs de adeséao
(AGadesao) entre as duas superficies: célula microbiana (b) e superficies de

processamento (S):
Yos = Yos. + Vs (10)

Voo =Vp +Vs =215 Vs (11)
Voo =2(\/7§7b T e Vs N Vs ~ 7b7§) (12)

em que Yos € a tensédo interfacial entre as superficies bactéria/superficie
de ades3o; yustY € a componente apolar, interagdo de Lifshitz-van der

Waals entre bactéria e superficie; ys A8 € a componente polar (interagéo de
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acido base de Lewis) entre bactéria e superficie e y* refere-se ao

parametro receptor de elétrons e y~ refere-se ao parametro doador de

elétrons da tensao superficial de uma substancia.

As mesmas equacgdes (10, 11 e 12) foram empregadas no calculo
da tenséo interfacial entre as superficies bactéria/liquido (yn) e tensao
interfacial entre as superficies superficie de adesao/liquido ys.

Como a energia livre esta diretamente relacionada a tensédo

interfacial, AGadesao pode ser representado da seguinte forma:

AGadeséoz AC;tl)_l\sN + AGt;Alg (1 3)
AGy =V = Vo — Vs (14)
AGHe =rie =7 — 74 (15)

O valor de AGadeszo permite fazer uma avaliagao termodinadmica do
processo de adesao, sendo esta termodinamicamente favoravel quando
AGadeszo < 0 e desfavoravel quando AGadeszo > 0.

Os dados foram analisados por meio da Analise de Variancia (teste
F) a 5% de probabilidade

Todas as andlises foram realizadas utilizando-se o software

estatistico SAS® (Statistical Analytical Software, version 9.1).

3.4 Adesao de células vegetativas de Pseudomonas fluorescens
em superficie de cilindros de ago inoxidavel revestida com
nanoparticulas de prata

Em amostras de 100 mL de leite em p6 desnatado reconstituido
(10% m/v) com agua destilada esterilizada em autoclave a 121 °C/15 min
foi adicionado 1 mL de suspensao de P. fluorescens — ativada por duas
vezes em BHI a 25 °C por 24 h. Estas amostras foram adicionadas em
tubos de prova de acgo inoxidavel AlSI 304 polimento n2 4, com 33 cm de
comprimento e didmetro 3,1 cm, revestido com as Ag NPs (Figura 2) e
submetidas a movimentos rotatérios para simular a turbuléncia provocada

pelo bombeamento dos fluidos na industria de alimentos (SALUSTIANO,
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2007). O mesmo procedimento foi realizado para os tubos de ago

inoxidavel controle, sem o revestimento com as nanoparticulas de prata.

i &) B

Figura 2 — Tubos de prova de ago inoxidavel AlSI 304 polimento n24, com
33cm de comprimento e didmetro 3,1 cm e extremidades

fechadas com tampas rosqueaveis.

Para simular o fluxo, os tubos de prova foram submetidos a
movimentos rotatérios, colocando-os em uma superficie plana a partir de
um ponto central e movimentando-os trés vezes, no sentido longitudinal
para cima, trés vezes longitudinalmente para baixo, trés vezes, no sentido
lateral para direita, trés vezes lateralmente para esquerda e por fim trés
movimentos tipo baliza, realizados manualmente. Este procedimento de
movimentos rotatérios foi realizado por seis vezes seguidas, sobre um
molde quadrado (46 cm de dimensdo) delimitado na bancada do

laboratdrio (Figura 3).
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Fonte: Salustiano, 2007
Figura 3 — Movimentos rotatorios, no sentido longitudinal para baixo (a1),
longitudinal para cima (a2), lateral para a esquerda (b1), lateral

para a direita (b2) e tipo baliza (c).
Em sequéncia, os tubos foram incubados a 7 °C por 24 h, para

promover o processo de adesdo do micro-organismo no ago inoxidavel. A

temperatura simulou a usual do fluxo de leite na tubulagao de um laticinio.
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Apds a adesdo, os inoculos contidos nos tubos de prova foram
descartados.

O numero de células aderidas as superficies dos tubos de prova foi
determinado da seguinte forma: inicialmente as células planctonicas
foram removidas pelo preenchimento dos tubos de prova com 100 mL de
solugdo Ringer (0,45 g.L*! de cloreto de sodio, 0,021 g.L-! de cloreto de
potassio, 0,012 g.L" de cloreto de calcio anidro, 0,01 g.L- ! de bicarbonato
de sodio e 10 g.L" de tiossulfato de sddio); os tubos foram submetidos a
seis movimentos tipo baliza, sendo a solugdo Ringer descartada.

Novamente, os tubos foram preenchidos com 100 mL solugao
Ringer e as células aderidas foram removidas das paredes dos tubos,
usando-se uma haste de aco inoxidavel (Figura 4) tendo em uma das
extremidades um disco de neopreno com 3,25 cm de didmetro. O disco
de neopreno apresenta quatro orificios de 3 mm de didmetro cada,
distribuidos um em cada quadrante, uniformemente, para a passagem da

solugao Ringer.

Fonte: Salustiano, 2007
Figura 4 — Haste de aco inoxidavel com disco de neopreno (3,25 cm de
diametro) em uma das extremidades (a); e detalhe do disco de

neopreno (b).
Essa haste foi empurrada até o fundo dos tubos de prova, por seis

vezes seguidas. Os tubos de prova foram fechados novamente, para que

a solucao Ringer permanecesse em contato com a superficie por um
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minuto, e entdo, mais uma vez, submetidos aos movimentos rotatérios
(SALUSTIANO, 2007).

A partir da rinsagem final com solugdo Ringer, foram realizadas
diluicbes apropriadas, que foram inoculadas em profundidade (em placas
contendo agar para contagem padrdo) com incubagao a 25 °C por 24 h,
segundo metodologia da APHA (2001) para determinagdo de P.
fluorescens. Os resultados foram expressos em UFC.cm.

Os dados foram analisados por meio da Analise de Variancia (teste
F) a 5 % de probabilidade e uma vez constatados o efeito significativo do
tratamento, aplicou-se entéo o teste Tukey, a 5% de probabilidade. Todas
as analises foram realizadas utilizando-se o software estatistico SAS®

(Statistical Analytical Software, version 9.1).

3.5 Determinagao da concentragcao minima inibitéria (CMI) da
dispersao de nanoparticulas de prata

Foi determinada a concentragdo minima inibitéria (CMI) da
dispersdo e do pé de Ag NPs que utilizadas na funcionalizagdo das
superficies de ago inoxidavel e do PE, respectivamente.

Os estudos foram conduzidos usando suspensdes de
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 11229),
Pseudomonas fluorescens (ATCC 13525) e as concentragbes dos
antimicrobianos testadas foram: 0 mg.L' (controle); 0,78 mg.L"; 1,56
mg.L™"; 3,125 mg.L"; 6,25 mg.L"; 12,5 mg.L"; 25 mg.L-'; e 50 mg.L".

Foi utilizado o método de microdiluicdo em caldo BHI em placas de
microtitulacado de poliestireno de 96 pogos para leitura espectrofotométrica
em leitor de ELISA (Thermo Scientific® Multiskan™ FC Microplate
Photometer) para determinar a concentragdo minima inibitéria (CMI).

ApoOs as inoculagdes, as placas foram incubadas aerobicamente a
35 °C e as leituras de absorbancia foram feitas a 600 nm nos tempos 0;
0,5;1;1,5; 2; 3; 4; 5;6; 7; 8, 9; 10 e 11 h de incubacédo em leitora de
ELISA (PIMENTEL FILHO, 2010).

A CMI foi considerada a menor concentracao de nanoparticulas de

prata capaz de inibir a multiplicacdo microbiana por 11 h.
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3.6 Avaliagao da liberacao de prata para o meio simulante por
espectrometria de absorgao atomica

No cilindro de aco inoxidavel funcionalizado com Ag NPs e no
cilindro controle permaneceu a 7 °C por 6 h, uma solugcdo de 100 mL de
leite em pd desnatado reconstituido com agua destilada (10% m/iv) e
apenas agua destilada para quantificar se houve liberagdo de prata da
superficie funcionalizada para o alimento. O experimento com leite
reconstituido e agua pretende elucidar se ha interferéncia da matriz
alimenticia na difusdo de prata da superficie para o meio simulante.

Foi realizado o procedimento simulando a turbuléncia do leite nas
tubulacbes — movimentos rotatorios e do tipo baliza por seis vezes —
objetivando o contato da solugéo de leite em pd desnatado em toda a
superficie do tubo de ago inoxidavel funcionalizado, tal qual acontece no
transporte do fluido na industria de alimentos.

As concentragbes de prata foram determinadas em um aparelho
Espectrofotometro de Absorgcdao Atdbmica com Chama Modelo AA-240
(VARIAN) do Laboratério de Quimica Verde Coloidal e Macromolecular do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Vigosa. Foram
utilizadas lampadas monoelemento de catodo oco para as analises
(BERNARDES, 2012).

As concentracbes das amostras foram analisadas com base na
leitura de nove diferentes concentragcbes das solugbes padrédo do
elemento em questdo: 0,00 mg.L" (branco), 0,010 mg.L™", 0,100 mg.L",
0,250 mg.L", 0,500 mg.L", 0,750 mg.L-", 1,00 mg.L", 1,25 mg.L' e 1,50
mg.L".

Os dados foram analisados por meio da Analise de Variancia (teste
F) a 5% de probabilidade e uma vez constatados o efeito significativo do
tratamento, aplicou-se entado o teste Tukey, a 5% de probabilidade. Todas
as analises foram realizadas utilizando-se o software estatistico SAS®

(Statistical Analytical Software, version 9.1).

22



3.7 Avaliacao da microtopografia das superficies de ago
inoxidavel e polietileno controle por microscopia de forga
atomica (MFA)

A avaliagdo da microtopografia das superficies de ago inoxidavel e
PE funcionalizadas com Ag NPs e controle foi feita utilizando-se o
microscopio de forga atbmica (Universal SPM System Ntegra Prima/NT-
MDT) do Laboratério de Nanoscopia da Universidade Federal de Vigosa.
As anadlises das imagens obtidas permitram a determinagdo da
rugosidade das amostras por meio da rugosidade média (Ra, medida
como a média das diferencas de altura observadas. No microscopio, as
medidas foram realizadas no modo semi-contato ou contato intermitente,
no qual a sonda fica em contato intermitente com a superficie. A sonda
utilizada foi a de silicio, com raio igual a 10 nm. A frequéncia de
ressonancia foi de 328 kHz e a constante de forga igual a 30 N/m.

Antes da analise microscoépica, todas as superficies avaliadas
foram lavadas e higienizadas. A area total de varredura foi de 100 um? no
MFA.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo da termodinamica de adesao microbiana

Os valores dos angulos de contato das superficies controle e
funcionalizadas estdo apresentados na Tabela 2. De acordo com o
sistema de classificagdo proposto por Vogler (1998), com excecédo da
superficie de PE controle, todas as demais superficies foram
consideradas hidrofobicas por formarem angulo de contato maior que 65°
com a agua. O angulo de contato com a agua € um critério qualitativo
usado para classificar a hidrofobicidade de superficies. De acordo com o
angulo de contato formado, observou-se que a energia de coesao do

liquido foi maior que a energia de adesao entre liquido e sdlido.
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Tabela 2 — Valores dos angulos de contato (°) entre superficies de ago
inoxidavel e de polietilieno funcionalizadas com Ag NPs e

agua ou formamida ou a-bromonaftaleno

Superficies Agua Formamida a-bromonaftaleno
Aco inoxidavel/ controle  80,80+5,6 75,40 8,9 17,80+ 71
Aco inoxidavel/ Ag NPs 98,80+185 67,70+8,3 27,30 £4,5
Polietileno/ controle 5250+6,0 76,60+6,5 37,40+ 7,6
Polietileno/ Ag NPs 87,50+6,0 81,00+4,7 31,70+ 2,0

*média de trés repetigdes

Tendo a mesma proposta classificatoria, todas as superficies

bacterianas foram consideradas hidrofilicas (Tabela 3).

Tabela 3 — Valores dos angulos de contato (°) entre diferentes superficies

bacterianas e agua, formamida ou a-bromonaftaleno

Bactérias Agua Formamida a-bromonaftaleno
Staphylococcus aureus 22,40+0,3 41,90 + 2,1 4403 +1,6
Escherichia coli 16,53 +0,8 22,30+0,7 52,07 + 3,1
Pseudomonas fluorescens 1768 +0,1 16,23 +0,2 4273 +1,8

*média de trés repetigdes

Araujo et al. (2009) avaliaram a hidrofobicidade de células de
Bacillus cereus isoladas de industria de laticinios e reportaram que os
valores dos angulos de contato com a agua foram menores que 65°
indicando comportamento de superficies hidrofilicas. Mediram-se também
a hidrofobicidade das superficies de granito, aco inoxidavel e vidro e
verificaram que as superficies de vidro e granito também foram
classificadas como hidrofilicas enquanto a superficie de ago inoxidavel
como hidrofdbica.

Ao analisar a Tabela 4 observou-se que de acordo com o critério

quantitativo, ou seja, com base nos resultados da variagdo da energia

livre da interagdo hidrofobica (AGI2"), as superficies de ago inoxidavel e

sas
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PE analisadas foram consideradas hidrofobicas por apresentarem o valor

AG!9T negativo. Além disso, verificou-se que houve diferenga (p < 0,05)

sas

entre os valores de AG!2 encontrados para ambas as superficies

sas
funcionalizadas quando comparadas as superficies controles, sendo
possivel afirmar que o tratamento das superficies de aco e de polietileno
com Ag NPs contribuiu para o aumento da hidrofobicidade das

superficies.

Tabela 4 — Valores dos componentes apolares (AGsss-"V) e polares
(AGsas™B) da energia livre total de interagdo das superficies

funcionalizadas de aco inoxidavel

Superficies AGsas™  AGsas™ AGLT
(mJ/m?) (mJ/m?) (mJ/m?)
Aco inoxidavel/ controle -6,733 -59,180 -65,9132
Aco inoxidavel/ Ag NPs -5,270 -96,199 -101,468
Polietileno/ controle -3,429 -13,797 -17,2267
Polietileno/ Ag NPs -4,483 -67,092 -71,5758

Médias seguidas por letras iguais, mailsculas ou mindsculas, na mesma coluna nao
diferem entre si pelo teste Tukey (p < 0,05).

O parametro AG'°7 calculado expressou a variagdo da energia livre
de interacado interfacial entre as moléculas do material imersas em agua, e
€ a mais apropriada medida da hidrofobicidade, sendo considerado um
critério quantitativo. Esse critério quantitativo define a superficie quanto a
hidrofobicidade de uma forma mais eficiente, uma vez que leva em
consideragao as interagcbes do tipo van der Waals, interagbes
eletrostaticas, além das forcas de interagcdo de carater polar podendo
estas ser atrativas ou repulsivas. De acordo com as informacgdes cedidas
pela empresa fornecedora das superficies, ha a presenca do silano,
composto responsavel pela fixagdo da prata na superficie. Desta forma,
em virtude da estrutura quimica do silano possuir um radical organico,
pode ter havido contribuicdo para o aumento na hidrofobicidade nas

superficies funcionalizadas.
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A Tabela 4 também fornece os valores de AGsas™" e AGsasB, ou
seja, apresentam os valores das interagdes do tipo Lifshitz-van der Waals
e interagdes do tipo acido-base de Lewis. Observou-se forte contribuicdo
no valor final das interacdes do tipo acido-base que do tipo van der
Waals. As interagdes acido-base constituem o balanco das interagdes que
sdo responsaveis pela tensio interfacial. Estas interagdes ocorreram
entre as moléculas que estdo muito proximas. Pode-se dizer que em
ambas as superficies, as moléculas de agua evitaram interagdes
desfavoraveis (menor energia de adesao entre liquido e sdlido) com as
superficies apolares (ago inoxidavel e polietileno). No caso de superficies
hidrofébicas, as moléculas de agua preferem interagir entre elas (maior
energia de coesao do liquido) a adsorverem na interface hidrofébica.
Portanto, as moléculas de agua adquiriram maior grau de liberdade o que
provocou 0 aumento de entropia do sistema e a obtencéo da variagao da
energia livre de Gibbs de interagdo hidrofébica negativa. Pode-se dizer
que a remogao do filme de agua da superficie hidrofébica € espontanea
sempre quando o AG™°T for menor que zero.

Os valores de AG'T para as superficies bacterianas estudadas
estdo apresentados na Tabela 5. Observou-se a mesma tendéncia, ou
seja, a interagdo mais contribuinte para o valor final da energia de
interacgéo global foi 0 AGsas”B, no entanto, para essas superficies as forgas
de adesdo entre liquido e solido sdao maiores que a coesao entre as
moléculas do liquido; o que tornou a superficie hidrofilica. Pdde-se
observar também que a superficie da bactéria S. aureus foi a mais
hidrofilica diferindo estatisticamente das demais (p < 0,05). Para esta
interface, a remogéo do filme de agua ndo é espontanea, sendo o AG™T
maior que zero e menor grau de liberdade das moléculas de agua

presentes.
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Tabela 5 — Valores dos componentes apolares (AGsas™V) e polares

(AGsas"®) da energia livre total de interagédo das superficies

bacterianas
AGgast™W AGsas™B TOT
Superficies sas sas AGsas
(mJ/im?) (mJ/im?) (mJim?)
Staphylococcus aureus -2,239 58,818 56,5792
Escherichia coli -1,010 30,921 29,911°

Pseudomonas fluorescens -2,464 29,379 26,915°

Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna nado diferem entre si pelo teste
Tukey (p < 0,05).

Kim et al. (2007) observaram que bactérias Gram-negativas foram
mais susceptiveis a agdo das Ag NPs em relagdo as bactérias Gram-
positivas, relacionando esse fato com a diferenga estrutural entre os
grupos de bactérias, com as Gram-negativas apresentando uma
membrana externa composta de proteinas, lipopolissacarideos e
fosfolipideos, seguida uma fina camada de peptideoglicano (~ 10 nm),
enquanto as Gram-positivas apresentam uma camada bem mais espessa
(~ 20-80 nm) e ndo apresentam membrana externa, o que se sugere
conferir uma maior protecdo a acdo das Ag NPs (FERNANDES, 2014).
Para esta interface, a remocgao do filme de agua nao é espontanea, sendo
o AG’°T maior que zero e menor grau de liberdade das moléculas de
agua presentes.

A hidrofilicidade das células bacterianas pode ser explicada pelo
carater doador de elétrons (y-) predominante. As biossuperficies sao
predominantemente doadoras de elétrons como consequéncia da
presencga do oxigénio na atmosfera da Terra e da hidratagdo da superficie
da célula microbiana (STREVETT, 2003).

Santos et al. (2011) mediram a hidrofobicidade de cupons de
borracha e silicone, materiais presentes em ordenhadeiras mecanicas,
apo6s 0, 30, 90 e 180 d de exposicao das superficies aos procedimentos
de higienizagdo comumente empregados. Medidas da hidrofobicidade de
superficies bacterianas também foram feitas. As superficies de borracha e
silicone foram consideradas hidrofébicas (AGsws'®" < 0) para todos os
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tratamentos, enquanto a superficie bacteriana de
Streptococcus agalactiae analisada foi considerada hidrofilica (AGsws™" >
0).

A partir dos valores das componentes da tensdo interfacial foi
possivel determinar a variagdo da energia livre de adesdo (AGadesao) €ntre
as duas superficies: célula microbiana (b) e as superficies de

processamento (s) conforme apresentado na Tabela 6.

Tabela 6 — Energia livre de adesdo (mJ/m?) entre diferentes espécies
bacterianas e superficies de aco inoxidavel e de polietileno

funcionalizadas com nanoparticulas de prata e controles

Energia Livre de Adesdo (mJ/m?)
Espécie Bacteriana/Superficie

AG bIsLW AGbIsAB AG adesdo

S. aureus/ aco_controle -3,8825 -10,6731 -14,5556
S. aureus/ aco_nanoparticulas -3,4343 -6,7225 -10,1569
E. colil ago_controle -2,6076 -4,6275 -7,2350
E. colil ago_nanoparticulas -2,3066 -1,3064 -3,6129
P. fluorescens/ agco_controle -4,0730 -9,0293 -13,1023
P. fluorescens/ aco_nanoparticulas  -3,6028 -6,1626 -9,7654
S. aureus/ PE_controle -2,7704 -5,5629 -8,3333
S. aureus/ PE_nanoparticulas -3,1677  -12,1272 -15,2948
E. colil PE_controle -1,8607 -3,2862 -5,1469
E. colil PE_nanoparticulas -2,1275 -5,3933 -7,5208
P. fluorescens | PE_controle -2,9063 -6,9875 -9,8939
P. fluorescens/ PE_nanoparticulas -3,3231 -9,8985 -13,2216

Verificou-se que para todas as superficies analisadas a AGadesso foi
termodinamicamente favoravel, visto que possui valor negativo. Além
disso, para todas as superficies funcionalizadas com Ag NPs observou-se
que houve diferenga (p < 0,05) do valor do AGadesszo €m relagdo a
superficie controle. Neste contexto, pode-se afirmar que o PE

funcionalizado com Ag NPs tornou a superficie de processamento mais
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favoravel a adesao tanto para as células de S. aureus quanto para as
células de E. coli e P. fluorescenes, sendo o valor mais negativo para S.
aureus na superficie de PE funcionalizada com Ag NPs. Apesar da
adesao ter sido favoravel para todas os micro-organismos testados
(AGageszo < 0), as superficies de ago inoxidavel funcionalizadas com Ag
NPs foram menos favoraveis a adesao, com AGadesso menos negativo em
relacdo as superficies controle, inclusive com diferenca entre os dois
tratamentos (p < 0,05).

Para que as duas particulas se unam, & preciso remover as
moléculas de agua que estdo ligadas a ela, e isto ocorre com o aumento
da entalpia, uma vez que € necessaria energia para romper as ligagdes.
No entanto, ao mesmo tempo, a entropia do sistema aumenta, porque as
moléculas de agua passaram a ter maior grau de liberdade. Portanto, a
entropia aumenta mais do que o aumento da entalpia. Assim, o AG é

reduzido como pode ser observado pela Equacgao 16.

AG = AH —TAS (16)

A Tabela 7 apresenta os resultados de adesao das células
vegetativas de S. aureus, E. coli e P. fluorescens nas superficies
controles e superficies funcionalizadas. Observou-se que nao houve
diferenca (p < 0,05) entre as superficies controles e as superficies com a
presenca do antimicrobiano. Os resultados observados na adesdo das
bactérias as superficies corroboram com resultados encontrados no
calculo da energia livre de adesdo, em que foi observada adesao
termodinamicamente favoravel em todas as superficies testadas. Assim,
pode-se afirmar que neste estudo, a funcionalizagdo da superficie com as

Ag NPs nao foi eficiente para tornar a superficie menos aderente.
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Tabela 7 — Médias do log UFC.cm™ de células vegetativas de Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas fluorescens
aderidas em cupons de ago inoxidavel e de polietileno

funcionalizados com nanoparticulas de prata (Ag NPs)

Tratamentos/Cupons S. aureus E. coli P. fluorescens

Aco inoxidavel/ controle 8,172 7,812 6,422

Aco inoxidavel/ Ag NPs 7,732 7,362 6,382
Polietileno/ controle 7,732 8,012 6,782
Polietileno/ Ag NPs 8,022 7,942 6,702

Médias seguidas por letras iguais (minusculas), na mesma coluna, nao diferem entre si
pelo teste Tukey (p < 0,05).

As Ag NPs foram adicionadas a superficie de ago inoxidavel pelo
processo chamado de dip-coating que consiste na imerséo da superficie a
ser funcionalizada na dispersao contendo Ag NPs e posterior secagem.
Para este condicionamento foi usado o composto silano como agente de
acoplamento das nanoparticulas a superficie. O silano (SiHs) pode possuir
um radical organico em uma extremidade e na outra um radical
inorganico. Trabalhos semelhantes foram encontrados na literatura com o
mesmo objetivo de funcionalizar a superficie com nanoparticulas sendo
ancoradas pelo silano. Chen et al. (2010) utlizaram o 3-
aminopropiltrietoxisilano para condicionar as superficies de ago inoxidavel
com Ag NPs, sendo o grupo amino responsavel pela interacdo quimica do
silano com as Ag NPs e o radical —Si, da outra extremidade, interage com
o oxido de cromo (Cr203) presente na superficie do ago inoxidavel. De
acordo com Andrade (2008) essa fina pelicula de Cr.Oz apresenta
caracteristica de protegédo ao aco.

Em virtude da baixa eficiéncia antimicrobiana da superficie neste
estudo, supde-se que a prata ficou indisponivel para interagir com a
superficie microbiana e ou difundir para o0 meio e inativar as células
testadas. A forte interagdo na matriz do cupom de aco inoxidavel entre
nanoparticula e silano pode ter prejudicado a eficiéncia antimicrobiana da

superficie funcionalizada. As Ag NPs e o silano podem ter formado uma
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ligacdo ordenada e complexa interferindo na efetividade do
antimicrobiano.

Para a superficie polimérica, a incorporagdo das Ag NPs ocorreu
via processo de injegédo/sopro, em que o pd contendo 5000 mg.L" de Ag
NPs foi misturado a resina de polietiieno e processados juntos para a
obtencdo da superficie. Nesse caso, € também provavel que as
nanoparticulas de prata tenham ficado empacotadas na matriz estando
indisponivel para a exercerem o efeito antimicrobiano.

Lv et al. (2009) verificaram que quando o ago inoxidavel com uma
camada de silano é imerso numa solugdo de nanoparticulas de prata, os
grupos —NH:2 nas extremidades da molécula de silano sdo coordenadas
com os atomos de prata na superficie das Ag NPs, ligando-as fortemente
a superficie do ago inoxidavel. A forgca de adesao acgo-silano-Ag NPs foi
definida pelos autores como forte o suficiente para garantir a fixagcado das
Ag NPs a superficie, ja que eles verificaram experimentalmente que a
superficie funcionalizada permaneceu ativa mesmo apds lavagem com
agua por trés vezes, seca e testada.

Chen et al. (2010) estudaram a influéncia do tempo de contato do
aco inoxidavel com o silano e as Ag NPs, concluindo que quanto maior a
concentragao de ions de prata no meio e quanto mais longo for o tempo
de contato entre a superficie e as Ag NPs, maior sera a eficiéncia
antimicrobiana da superficie.

Os resultados antimicrobianos das superficies funcionalizadas
deste trabalho vao de encontro aos apresentados na literatura; pode-se
ter havido alguma falha durante a execugao da técnica de adsorg¢ao das
Ag NPs na superficie do acgo inoxidavel, bem como no preparo da

superficie de polietiieno com o agente antimicrobiano.

4.2 Analise da adesao de Pseudomonas fluorescens em cilindros
de aco inoxidavel revestidos com nanoparticulas de prata

No experimento no qual foram simuladas as forgcas de
cisalhamento e a turbuléncia provocada pela higienizacao CIP (cleaning in

place) no interior do tubo de cilindro de ago inoxidavel funcionalizado com
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Ag NPs, observou-se que n&o houve diferencga significativa entre o cilindro
controle - sem revestimento - e com as Ag NPs. No cilindro controle o log
UFC.cm? foi de 4,47 de P. fluorescens aderidas, enquanto o cilindro
funcionalizado com Ag NPs apresentou log de 4,17. Os resultados deste
experimento corroboraram com os resultados obtidos para a adesao de E.
coli, S. aureus e da propria P. fluorescens nos cupons de acgo inoxidavel
funcionalizados com Ag NPs, em que ndo houve diferenga significativa
quando comparado aos resultados do cupom de ago controle.

Na literatura encontram-se diferentes mecanismos de agédo das Ag
NPs sobre as células vegetativas. As Ag NPs tém capacidade de
ancorarem na parede celular da bactéria e, portanto, causarem mudancas
estruturais na membrana celular como alteracdo da permeabilidade e
morte celular (PERCIVAL et al., 2005). A alteragcdo na permeabilidade
pode estar relacionada a formagao de radicais livres pelas proprias Ag
NPs podendo levar a formacdo de poros e eventual lise celular
(SAMBHYet al., 2006). Caso haja liberagao de ions de prata, estes podem
interagir com os grupos tiol de enzimas e inativar as células. Os ions de
prata sao capazes de inibir enzimas da via respiratoria com liberagao de
espécies reativas de oxigénio, os quais danificam as células. Resultados
sugerem que as espécies reativas de oxigénio podem estar envolvidas na
atividade antimicrobiana das Ag NPs (FERNANDES, 2014). Outra teoria
refere-se a interagdo das nanoparticulas com o enxofre e fésforo do DNA
prejudicando o processo de replicagao celular (PAL et al., 2007).

Nesse estudo, possivelmente, as Ag NPs ficaram impossibilitadas
de exercerem suas fungdes antimicrobianas, preferindo no caso do acgo
inoxidavel, interacdo coordenada com o silano, usado para ancoragem

das mesmas.

4.3 Analise da concentragao minima inibitéria (CMI) da dispersao
e do p6 de nanoparticulas de prata

A Tabela 8 apresenta os valores da CMI para E. coli, S. aureus e P.

fluorescens para a dispersdo de nanoparticulas de prata que foi aplicada
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na funcionalizagdo do ago inoxidavel e para o p6 de Ag NPs utilizado no

preparo do polimero.

Tabela 8 — Concentracdo minima inibitéria (MIC) da dispersdo de
nanoparticulas de prata e da nanoparticulas de prata em pé
para as espécies Escherichia coli, Staphylococcus aureus e

Pseudomonas fluorescens

Antimicrobianos Escherichia Staphylococcus Pseudomonas

coli aureus fluorescens
Dispersdo de Ag NPs 12,50 mg.L™" 12,50 mg.L™" 12,50 mg.L™"
Ag NPs em po 6,25 mg.L" 6,25 mg.L™" 6,25 mg.L"

Tanto para E. coli, S. aureus e P. fluorescens foi observada inibi¢ao
do crescimento nas concentragdes de 50,0 mg.L™", 25,0 mg.L"!' e 12,50
mg.L-', sendo o valor da CMI de 12,50 mg.L"! para dispersao; ja para o o
p6 foi verificada a inibigdo nas concentragdes de 50,0 mg.L™", 25,0 mg.L",
12,50 mg.L" e 6,25 mg.L"!, sendo a CMI 6,25 mg.L™! para as Ag NPs em
po. Logo, nao foi verificada diferenga entre a CMI para as trés espécies
bacterianas testadas, indo de encontro a outros autores que identificaram
diferenga no espectro de agdo das Ag NPs em relagao a bactérias Gram-
negativas (mais susceptiveis) e Gram-positivas (menos susceptiveis),
sugerindo um efeito protetor promovido pela camada mais espessa de
peptideoglicano bactérias em Gram-positivas (FERNANDES, 2014; KIM et
al., 2007; GHOSH et al., 2010).

Goswani et al. (2015) sintetizaram Ag NPs pelo método de reducéo
quimica a partir de folhas Camelia sinensis L. e AQNO3, encontrando uma
concentragdo minima de inibigcdo de 3,0 mg.L*! para S. aureus e de 5,0
mg.L-! para E. coli. Radizig et al. (2013) determinaram que a menor
concentragdo inibitéria de Ag NPs para P. aeruginosa foi de 8,0 mg.L™".

A variabilidade nos resultados observados pode ser explicada de
acordo com varios aspectos relevantes na estrutura das Ag NPs, que é

dependente do seu tamanho, da sua forma, do seu método de sintese, da
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composi¢ao quimica (WEI, 2015). Ha diversos métodos de produgdo de
nanoparticulas metalicas relatados, mas, de modo geral, a sintese de Ag
NPs se da pela redugao quimica de uma solugao de sal de prata reduzida
por um agente redutor, como o citrato e o ascorbato (PANACEK, 2006).
Ag NPs menores que 10 nm interagem com bactérias de maneira
eletrostatica, aumentando a reatividade em relagdo a nanoparticulas
maiores, confirmando que o efeito bactericida das Ag NPs depende do
seu tamanho (RAIMONDI, 2005). Morones et al. (2005) comprovaram a
influéncia da forma das Ag NPs sobre seu efeito bactericida.

Ghosh et al. (2010) sintetizaram uma fina pelicula de agar-agar
com Ag NPs esféricas incorporadas ao filme de agar com tamanho das
particulas variando entre 15 e 25 nm. Do ponto de vista antimicrobiano, os
autores verificaram que a CMI do filme para o fungo Candida albicans foi
de 14,1 yg.mL"", para a E. coli foi de 25,8 ug.mL" e para S. aureus foi de
76,2 ug.mL', o que corresponde, no filme, as concentragcoes de 141
hg.cm?, 258 ug.cm? e 762 ug.cm?, respectivamente. Entretanto, nessas
mesmas concentragoes, o filme n&o inibiu o crescimento das bactérias,
sendo eficiente apenas na inibigdo do fungo C. albicans, concluindo que
as bactérias sdo mais resistentes as Ag NPs que o fungo testado quando
estas estdo embebidas na matriz do filme.

De acordo com os resultados encontrados no MIC, ficou claro que
as Ag NPs, tanto na forma de dispersao quanto em po, apresentam efeito
antimicrobiano. O que os resultados anteriormente apresentados sugerem
€ a indisponibilidade das Ag NPs para interagirem com as superficies
bacterianas. Conclui-se que os métodos de impregnagao das Ag NPs no
aco inoxidavel e a tecnologia de formagao do polietileno sejam revistos, a
fim de permitir o contato entre as Ag NPs e os micro-organismos.

Apesar da auséncia do efeito antimicrobiano das superficies com
Ag NPs observadas neste estudo, ha relatos na literatura que corroboram
com essa proposta de uso (CHEN, 2005; VERRAN, 2006; HASIM, 2015).
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4.4 Anadlise da espectrometria de absorgao atomica

De acordo com a Resolugao n°® 105 da ANVISA de 19 de maio de
1999 - que contém as normas harmonizadas do MERCOSUL
relacionadas a embalagens e equipamentos em contato com alimentos —
o simulante para alimentos do TIPO |, que sao alimentos aquosos nao
acidos (pH > 5), deve ser agua destilada.

A liberacdo de prata da superficie de ago para a amostra de agua
ficou abaixo do primeiro ponto da curva padrdao que era de 0,01 mg.L™".
Ou seja, pode-se concluir que a quantidade de prata liberada esta entre 0
e 0,01 mg.L".

Pode-se entdo considerar a difusdo da prata para o simulante
agua, neste estudo, como segura, uma vez que o limite maximo
estabelecido pela OMS ¢é de 0,1 mg.L"! de prata em agua potavel.

O leite desnatado reconstituido em agua destilada (10% m/v) foi
também usado para simular as condi¢cdes reais da industria de alimentos;
ou seja, a circulagdo do fluido no interior da tubulagdo durante o
processamento. A liberacao de prata da superficie de ago funcionalizada
para a amostra de leite ficou abaixo do primeiro ponto da curva padrao
que também era de 0,01 mg.L"".

Além disso, constatou-se que a difusdo da prata para o simulante
leite foi idéntica a difusdo para a agua destilada, sendo a matriz
alimenticia n&o interferente no processo.

A liberacdo de prata de produtos comerciais constituidos de Ag
NPs € uma preocupacéo, principalmente devido ao tamanho reduzido das
particulas, grande area superficial e a consequente alta reatividade e
complexa interagdo com o organismo. Alguns estudos sugerem que Ag
NPs podem causar inflamag¢ao do trato digestivo (LOMER, et al., 2002)
sendo encontrados tragos de prata no sistema circulatério, linfatico e no
figado (GAILLET, 2015). Nanoparticulas com tamanho inferior a 10 nm
apresentam maior toxicidade em relacdo as particulas maiores (WEI,
2015). Apesar disso, a toxicidade da prata € considerada baixa, visto que
nao ha relatos regulares de alergias e outras intervengbes médicas

diretamente relacionadas ao seu uso ou ingestao (LEAPER, 2006).
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4.5 Analise da rugosidade e da microtopografia das superficies

As microtopografias das superficies estudadas estdo apresentadas
nas Figuras 5, 6, 7 e 8. Como pode ser observado nas Figuras 5 e 6, n&o
se permite uma visualizagéo clara da presenga das Ag NPs na superficie
do polietileno, o que pode indicar um empacotamento das mesmas na
estrutura da matriz, reforcando novamente os resultados encontrados nos

testes microbioldgicos de adeséo.

um

Figura 5 — Fotomicrografia da superficie de polietileno controle: sem a

presenca de nanoparticulas de prata

um

Figura 6 — Fotomicrografia da superficie de polietileno funcionalizada com
nanoparticulas de prata
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Como pode ser visto na Tabela 9, a rugosidade média (Ra) da
superficie controle do polietileno foi de 370 + 55,9 nm, enquanto a R, da
superficie de polietileno funcionalizado com Ag NPs foi de 425 £ 24,7 nm.
As Figuras 7 e 8 apresentam a topografia da superficie de ago inoxidavel
controle e da funcionalizada com Ag NPs, respectivamente, ndo sendo
possivel detectar a presenga de Ag NPs na superficie funcionalizada.
Ainda de acordo com a Tabela 9, a R, para o ago controle foi de 325 %

21,9 nm, enquanto para o aco funcionalizado foi de 343 + 20,6 nm.

Tabela 9 — Rugosidade média (Ra) das superficies de ago inoxidavel
controle, ago inoxidavel funcionalizado com Ag NPs,
polietileno controle e polietileno funcionalizado com Ag NPs,

medida no microscopio de forca atdmica

Superficies Rugosidade Média (nm)
Aco inoxidavel/ controle 325+21,9
Aco inoxidavel/ Ag NPs 343 + 20,6
Polietileno/ controle 370 £ 55,9
Polietileno/ Ag NPs 425 + 24,7

Figura 7 — Fotomicrografia da superficie de aco inoxidavel controle: sem a

presenca de nanoparticulas de prata
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Figura 8 — Fotomicrografia da superficie de ago inoxidavel funcionalizada

com nanoparticulas de prata

De uma forma geral, a topografia da superficie quando considerada
irreqular pode favorecer a retencdo de residuos de alimentos nas
imperfeicoes. Em estudos observados, ndo existe uma relagao direta
entre rugosidade da superficie e a adeséo, o que se pode inferir é que
caso haja maior deposicdo de residuos de alimentos, ha maior
possibilidade de pontos de adesdo de micro-organismos e consequente
formacgao de biofilmes.

Embora na literatura ndo se encontre uma relagao direta entre
adesao e rugosidade, os autores Verran e Whitehead (2006) encontraram
maior adesao de micro-organismos em superficies mais rugosas. Careli et
al. (2009) verificaram a influéncia da rugosidade na adesao de células de
P. fluorescens em nove tipos de superficies usualmente utilizadas no
processamento de alimentos, concluindo que as superficies de marmore e
granito apresentaram alta porosidade, fissuras, ondulagdes e depressdes
grandes o suficiente para proteger um elevado numero de células
aderidas.

Rosado et al. (2011) promoveram a adesdo de células de P.
fluorescens em superficies de ago inoxidavel, marmore e granito, sendo o

aco a superficie menos rugosa dentre todas. Os autores verificaram que o
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numero de células aderidas ao ago € cerca de 1 ciclo log menor se
comparado ao numero de células aderidas ao marmore e ao granito,
sendo de 108 UFC.cm™ no ago e 107 UFC.cm™ no marmore e no granito,
concluindo que os picos maiores e a rugosidade média maior nestas
superficies contribuiram para o condicionamento da superficie, facilitando
o processo de adesdo, além de poder proteger as células da agdo dos

sanitizantes quimicos avaliados.
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5. CONCLUSAO

As superficies de ago inoxidavel controle, aco inoxidavel
funcionalizado com Ag NPs e a de polietileno controle foram consideradas
hidrofébicas, de acordo com critério qualitativo, ja que o angulo de contato
formado entre as superficies e agua foi maior que 65°. Ja a superficie de
polietileno controle, foi considerada hidrofilica, com angulo de contato
menor que 65°.

Considerando o mesmo critério, todas as superficies bacterianas
estudadas (S. aureus, E. coli e P. fluorescens) foram consideradas
hidrofilicas (6 < 65°).

De acordo com o critério quantitativo, ou seja, com base nos

resultados da variagdo da energia livre da interagdo hidrofobica (AGY"),

sas
tanto as superficies de ago inoxidavel analisadas quanto as superficies de
polietileno foram consideradas hidrofobicas por apresentarem o valor

negativo, havendo diferenca (p < 0,05) entre os valores de AG!°"

encontrados para ambas as superficies funcionalizadas quando
comparadas as superficies controles.

A adesdo das trés bactérias estudadas foi termodinamicamente
favoravel (AGageszo < 0) para todas superficies avaliadas, sendo que, para
todas as superficies funcionalizadas com Ag NPs houve diferenga (p <
0,05) no valor de AGadesao €m relagéo as superficies controle.

Nao houve diferencga significativa (p < 0,05) na adeséo in vitro de
células vegetativas de E. coli, S. aureus e P. fluorescens entre as
superficies controle e funcionalizadas com Ag NPs.

Nao houve diferenga (p < 0,05) no numero de células de P.
fluorescens em cilindros de ago inoxidavel funcionalizado com Ag NPs e
controle simulando-se a higienizacao CIP. A CMI da dispersdo de Ag NPs
determinada foi de 12,50 mg.L"! para as trés bactérias avaliadas: S.
aureus, E. coli e P. fluorescens. Para as Ag NPs em p6 a CMI foi de 6,25
mg.L-! para todas as bactérias testadas.

Os resultados indicaram que nao houve difusdo de prata da

superficie de ago inoxidavel funcionalizada com Ag NPs para os dois
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simulantes testados (leite em pd desnatado reconstituido e agua),
utilizando a técnica de espectroscopia de absorgéo atdmica.

As Ag NPs nao alteraram a rugosidade média (Ra) das superficies
de aco inoxidavel ou de polietileno.

Apesar da tendéncia de funcionalizagdo de superficies com
agentes que tornam as superficies de processamento menos aderentes
ou que ja agem inativando os micro-organismos, as superficies de ago
inoxidavel e de polietileno revestidas com Ag NPs, estudadas neste
trabalho, ndo atenderam a expectativa de redugao do numero de células
aderidas. Sugerem-se futuros estudos fisico-quimicos das superficies
interatuantes para melhor compreensao do aprisionamento da prata nas

superficies de processamento analisadas.
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