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RESUMO

FERNANDES, Patricia Erica, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2014.Sintese, caracterizagao e acao antimicrobiana de nanoparticulas de
prata. Orientador: Nélio José de Andrade. Coorientadores: Hilario Cuquetto
Mantovani, Luis Henrique Mendes da Silva e Wilmer Edgard Luera Pefa.

Nanoparticulas de prata (Ag-NPs) tém sido amplamente incorporadas em
diversos produtos como téxteis, utensilios domésticos, produtos meédicos,
produtos de higiene pessoal e embalagens de alimentos, devido a sua
conhecida atividade antimicrobiana e seu amplo espectro de acédo. O efeito
antimicrobiano das Ag-NPs é bem estabelecido, no entanto, seu mecanismo de
agao antimicrobiana nao esta totalmente esclarecido. Além disso, € importante
compreender melhor o efeito das Ag-NPs na adesao microbiana. Os objetivos
desta pesquisa foram: 1) determinar o efeito antimicrobiano e os provaveis
mecanismos de agédo das Ag-NPs e dos ions Ag®, provenientes do nitrato de
prata (AgNOs), sobre espécies de bactérias gram-positivas e gram-negativas,
2) determinar o efeito de concentracdes subinibitorias de Ag-NPs e de ions Ag”
na adesao microbiana, 3) caracterizar a cinética de inativagdo de células
planctbnicas de Pseudomonas aeruginosa tratadas com Ag-NPs e com ions
Ag® sob diferentes condigdes. As Ag-NPs foram sintetizadas com citrato de
sodio (Ag-NPC) ou borohidreto de sddio (Ag-NPB) como agentes redutores e
revestidas com polivinilpirrolidona ou carboximetilcelulose. A caracterizagao
das Ag-NPs foi feita por espectroscopia na regido do ultravioleta e visivel,
espalhamento dinamico de luz (DLS), potencial zeta (), microscopia eletrénica
de transmissdao (MET) e absor¢cdo atdmica. Ambas Ag-NPs apresentaram
ressonancia plasmoénica de superficie tipica o que confirmou a formagao das
mesmas durante a sintese. O tamanho médio determinado por DLS foi 3,4 +
1,2 nm para Ag-NPC e 3,1 £ 0,9 nm para as Ag-NPB. O tamanho das Ag-NPC
observado por MET foi de 3,86 nm corroborando com o resultado obtido por
DLS. O potencial { das Ag-NPC e Ag-NPB foide - 31,9 +86 mVe-332+1,7
mV, respectivamente. As bactérias gram-negativas foram mais sensiveis as
Ag-NPC e ao AgNOj3; do que as bactérias gram-positivas. A presenga das Ag-
NPC em concentragdes subinibitorias diminuiu a adesédo de P. aeruginosa em



superficies de poliestireno. Entretanto, concentragdes subinibitorias de Ag-NPC
ou AgNO3 aumentaram a adesdo das bactérias gram-positivas em comparagao
com o grupo controle, provavelmente,em resposta ao estresse. Por meio de
Microscopia Eletronica de Transmissao/Energia Dispersiva de raios-X,
observou-se que a prata penetra nas células de P. aeruginosa e de
Staphylococcus aureus e complexa com enxofre e fosforo, formando-se uma
regido de condensagdo no centro das bactérias. Os danos causados em S.
aureus foram menos intensos comparados aos danos provocados em P.
aeruginosa. As Ag-NPC e o AgNOgj perderam a atividade antimicrobiana na
presencga de substancias antioxidantes, sugerindo o envolvimento de espécies
reativas de oxigénio (ERO) na sua atividade antimicrobiana. Entretanto, nao foi
verificada peroxidagdo de lipideos nas células tratadas com Ag-NPC ou
AgNOs. Os resultados utilizando-se membranas de dialise indicaram que a
atividade antimicrobiana das Ag-NPC esta relacionada com a liberagao de ions
Ag’. As cinéticas de inativagdo de células planctdnicas de P. aeruginosa foram
ajustadas por modelos bifasicos, o que demonstrou uma heterogeneidade na
resisténcia microbiana. O tempo de inativagdo microbiana diminuiu com o
aumento da concentracdo de prata e da temperatura. A atividade
antimicrobiana das Ag-NPC e do AgNO; foi reduzida em meio de cultura
comparado com suas atividades em agua, provavelmente, pela complexacao
das Ag-NPC ou do AgNO3; com os constituintes do meio, como enxofre e

fosfatos.



ABSTRACT

FERNANDES, Patricia Erica, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
August,2014. Synthesis, characterization and antimicrobial action of silver
nanoparticles. Adviser: Nélio José de Andrade. Co-advisers: Hilario Cuquetto
Mantovani, Luis Henrique Mendes da Silva and Wilmer Edgard Luera Pena.

Silver nanoparticles (Ag-NPs) have been widely incorporated into various
products such as textiles, household items, medical products, toiletries and food
packaging because of its known antimicrobial activity and its broad spectrum of
action. The antimicrobial effect of Ag-NPs is well established, however, their
antimicrobial mechanism of action is not fully understood. Furthermore, it is
important to better understand the effect of Ag-NP in microbial adhesion. The
objectives of this study were 1) to determine the antimicrobial effect and
probable mechanisms of action of Ag-NPs and Ag" ions, from the silver nitrate
(AgNO3), on species of gram-positive and gram-negative bacteria; 2) to
determine the effect of subinhibitory concentrations of Ag-NPs and Ag® ions on
microbial adhesion, 3) characterize the inactivation kinetics of planktonic cells of
Pseudomonas aeruginosa treated with Ag-NPs and Ag® ions under different
conditions. The Ag-NPs were synthesized with sodium citrate (Ag-NPC) or
sodium borohydride (Ag-NPB) as reducing agents and coated with
polyvinylpyrrolidone or carboxymethylcellulose. The characterization of Ag-NPs
was made by spectroscopy in the ultraviolet and visible, dynamic light scattering
(DLS), zeta potential (), transmission electron microscopy (TEM) and atomic
absorption. Both Ag-NPs showed typical surface plasmon resonance, which
confirmed their formation during the synthesis. The average particle size
determined by DLS was 3.4 £ 1.2 nm for the Ag-NPC and 3.1 £ 0.9 nm for the
Ag-NPB. The size of the Ag-NPC observed by TEM was 3.86 nm confirming the
result obtained by DLS. The potential ¢ of Ag-NPC and Ag-NPB was - 31.9
8.6 mV and - 33.2 + 1.7 mV, respectively. Gram-negative bacteria are more
sensitive to Ag-NPC and AgNO; than gram-positive bacteria. The presence of
Ag-NPC at subinhibitory concentrations decreased the adherence of P.
aeruginosa onto polystyrene surfaces. However, subinhibitory concentrations of

Ag-NPC or AgNO; increased adhesion of gram-positive bacteria compared with

Xi



the control group, probably in response to stress. Through Transmission
Electron Microscopy / Energy Dispersive X-rays, it was observed that the silver
penetrates in P. aeruginosa and Staphylococcus aureus cells and complex with
sulfur and phosphorus, forming a condensation region in the center of the
bacteria. Damage to S. aureus was less intense compared to the damage in P.
aeruginosa. The Ag-NPC and the AgNOs lost their antimicrobial activity in the
presence of antioxidants agents, suggesting the involvement of reactive oxygen
species (ROS) in its antimicrobial activity. However, it was not verified lipid
peroxidation in cells treated with Ag-NPC or AgNO3. The results using dialysis
membranes indicated that the antimicrobial activity of Ag-NPC is related to the
release of Ag® ions. The kinetics of inactivation of planktonic cells of P.
aeruginosa was adjusted for biphasic model, which demonstrated heterogeneity
in microbial resistance. The microbial inactivation time decreased with
increasing of silver concentration and temperature. The antimicrobial activity of
Ag-NPC and AgNO3; was reduced in culture medium compared to its activity in
water, probably due to the complexation of AgQ-NPC or AgNO3; with the medium

constituents such as sulfur and phosphates.
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INTRODUGAO GERAL

Considerando o aumento de micro-organismos multirresistentes aos
antibioticos, pesquisas tém sido conduzidas com o objetivo de desenvolver
novos agentes antimicrobianos para o controle de micro-organismos de
importancia para a medicina humana, veterinaria e para a industria de
alimentos. Tal problema tem levado ao ressurgimento do uso de antissépticos a
base de prata, que possuem amplo espectro antimicrobiano e sédo menos
propensos a selecionar estirpes bacterianas resistentes em comparacéo a
alguns antibidticos utilizados para fins terapéuticos. De acordo com Kim et al.
(2007), o problema mais importante causado por agentes antimicrobianos
quimicos é o desenvolvimento de resisténcia multidrogas.

Com o advento da nanotecnologia, muitos pesquisadores tém proposto
o uso da prata, na forma de nanoparticulas, como potencial agente
antimicrobiano, associado ao seu tamanho reduzido (<100 nm) e grande area
superficial. Nao esta claro se as Ag-NPs apresentam um mecanismo de acao
especifico, ou se sua atividade antimicrobiana estda somente associada a
liberagédo de ions Ag®, que é a forma bioativa. Ao compreender a base do
mecanismo de acgao dos agentes antimicrobianos, € possivel identificar
combinagdes potencialmente sinérgicas com outros biocidas, ou mesmo indicar
um melhor agente antimicrobiano no caso de resisténcia microbiana.

Nesse contexto, objetivou-se sintetizar, caracterizar e avaliar o efeito
antimicrobiano de Ag-NPs sobre diferentes espécies de bactérias gram-
positivas e gram-negativas por diferentes metodologias e comparar a atividade

antimicrobiana das Ag-NPs com a atividade antimicrobiana dos ions Ag”



CAPITULO 1

SINTESE E CARACTERIZAGAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

RESUMO: O tamanho e a carga superficial das Ag-NPs apresentam papel
importante na sua atividade antimicrobiana e tem sido demonstrado boa
correlagdo entre a inibicdo microbiana e a fragdo de Ag-NPs com tamanhos
menores que 5 nm. O objetivo foi sintetizar Ag-NPs por redugdo quimica com
citrato de sodio (Ag-NPC) ou borohidreto de sédio (Ag-NPB) como agentes
redutores e caracteriza-las por diferentes técnicas. As Ag-NPs obtidas foram
revestidas com polivinilpirrolidona (PVP) e com carboximetilcelulose (CMC) e
foram caracterizadas por espectroscopia na regido do ultravioleta e visivel (UV-
Vis), espalhamento dindmico de luz (DLS), potencial zeta ({), microscopia
eletrbnica de transmissdo (MET) e absor¢cdo atbmica. Ambas Ag-NPs
apresentaram ressonancia plasmoénica de superficie tipica, o que confirmou a
formacdo delas nas dispersbes coloidais. Ambas Ag-NPs apresentaram
tamanhos similares por DLS, 3,4 + 1,2 nm para Ag-NPC e 3,1 £ 0,9 nm para as
Ag-NPB. O tamanho das Ag-NPC observado por MET foi de 3,86 + 0,43 nm
corroborando com o resultado obtido por DLS. O potencial { das Ag-NPC e das
Ag-NPB foi de -31,9 + 8,6 mV e -33,2 £ 1,7 mV, respectivamente, indicando
que as nanoparticulas apresentam boa estabilidade na auséncia de agentes
estabilizadores. A adicdo de PVP aumentou o potencial { das Ag-NPC e das
Ag-NPB para -21,9 + 2,8 mV e -19,4 £ 0,3 mV, respectivamente. A adicdo de
CMC diminuiu o potencial ¢ das Ag-NPC e das Ag-NPB para -58,8 + 6,9 mV e
-73,9 £ 6,0 mV, respectivamente.

1. INTRODUGAO

Associado a sua grande area superficial e alta reatividade, particulas
metalicas na escala nanométrica apresentam notaveis propriedades fisicas,
quimicas e bioldgicas (LOK et al., 2007). Nanoparticulas com tamanho entre 1
e 100 nm em pelo menos uma dimensao tém aplicagdes versateis em muitos
produtos (LEE et al., 2012). Dentre os nanomateriais mais importantes, as Ag-
NPs destacam-se devido ao seu amplo espectro de atividade antimicrobiana e
seus efeitos de ressonancia plasmoénica de superficie (SONG et al., 2009).
Essas nanoparticulas tém sido amplamente utilizadas em instrumentos
cirurgicos, proteses, valvulas cardiacas, tecidos, produtos de higiene pessoal e
recipientes para alimentos. As Ag-NPs podem ser obtidas por varios métodos

de sintese, entretanto, a sintese por redugdo quimica € a mais comumente



utilizada e pode produzir nanoparticulas com diferentes formas e tamanhos. E
bem documentado na literatura que a atividade antimicrobiana das Ag-NPs é
influenciada pelo tamanho e forma das particulas, sendo as menores (~ 5 nm)
e com estrutura triangular as mais eficientes. Também ha relatos de que as
cargas das Ag-NPs influenciam sua atividade antimicrobiana, sendo as
positivamente carregadas as mais eficientes.

Objetivou-se sintetizar Ag-NPs por duas rotas, usando citrato de sodio
ou borohidreto de sodio como agentes redutores; caracterizar as Ag-NPs
obtidas por espectroscopia de UV-Vis, para confirmar a sua formacéo;
determinar o tamanho e a carga das Ag-NPs por espalhamento dinédmico de luz
e medida do potencial zeta, respectivamente; determinar o tamanho e forma
por microscopia eletrénica de transmissao; determinar a concentracéo de prata

nas dispersdes coloidais por absorcéo atdomica.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Sintese de nanoparticulas metalicas

Na sintese coloidal, as nanoparticulas sao produzidas na fase liquida. A
primeira sintese coloidal de nanoparticulas metalicas documentada foi
realizada por Faraday, em meados do século XIX. Desde entdo, um amplo
conjunto de métodos foi desenvolvido para a producdo de nanoparticulas
coloidais. Entretanto, apenas nos ultimos 30 anos, os métodos modernos de
sintese e as técnicas de caracterizacdo foram aprimorados. Assim, foi possivel
a obtencdo de amostras de nanoparticulas de diferentes materiais com alta
qualidade e controle fino de suas caracteristicas, como tamanho, composicao
quimica e formas, como prismas, bastdes, cubos, cilindros e discos, entre
outros (ZHAO et al., 2007).

Ha diversos métodos relatados na literatura para a sintese de
nanoparticulas em fase liquida. Apesar de cada método possuir caracteristicas
especificas, de modo geral, a sintese coloidal de nanoparticulas se baseia em
quatro componentes: meio, precursor, agente redutor e estabilizante. Assim, o
meio é a fase liquida onde a reacdo ocorrera. O composto quimico que ira

fornecer o metal é o precursor, geralmente o sal do metal, no caso de



nanoparticulas metalicas. O agente redutor é geralmente um composto quimico
que fornece elétrons e que reduzira o ion, transformando-o na espécie
metalica. O agente estabilizante ou de revestimento € a molécula que recobre a
superficie das nanoparticulas, mantendo-as afastadas e dispersas no meio
(ROCHA, 2008).

O método mais comum para sintetizar nanoparticulas de ouro € o
meétodo de Turkevich, que envolve a redug¢ao do acido clorautico com citrato de
sodio, produzindo particulas de 10 nm e com estreita distribuigdo de tamanho
(EVANOFF; CHUMANOV, 2005). Um método comum para obtencdo de Ag-
NPs é o método de Lee e Meisel, em que nitrato de prata (AgNO3) € usado
como fonte do metal. Esse método € uma variagdo do método de Turkevich,
porém produz particulas com ampla distribuicdo de tamanhos. Outro método
comum para a sintese de Ag-NPs €& proposto por Creighton, em que AgNO; é
reduzido utilizando-se borohidreto de sddio (NaBH4) como agente redutor. Esse
procedimento de sintese permite a obtengdo de particulas de
aproximadamente 10 nm e com estreita distribuigdo de tamanho (EVANOFF;
CHUMANOV, 2005).

O uso de agentes redutores fracos como o acido citrico requer aumento
da temperatura para que o processo ocorra e pode produzir nanoparticulas
grandes e com larga distribuicdo de tamanhos. Entretanto, o uso de agentes
redutores fortes como NaBH4 ndo requer elevacao da temperatura e permite a
obtencdo de nanoparticulas pequenas e com estreita distribuicdo de tamanhos
(BERNI NETO, 2010).

O NaBH; deve ser adicionado em excesso em relacdo ao AgNOj;
durante a sintese, uma vez que esse reagente atua simultaneamente como
agente redutor dos ions prata e estabilizador das nanoparticulas que se
formam. Os ions NaBH; adsorvem-se na superficie das nanoparticulas
gerando cargas nestas superficies, que criam uma repulsao eletrostatica,
evitando a agregacao das nanoparticulas como mostrado na Figura 1
(GARCIA, 2011).



BH4"

Ag" + NaBH; —» BH4 BH4

BH4"
Fonte: Garcia (2011).

Figura 1 - Obtencdo de nanoparticulas de prata contendo ions NaBH,4
adsorvidos, que criam forgcas repulsivas capazes de estabilizar a
dispersao coloidal.

O NaBH, deve ser adicionado na proporcdo de 2:1 em relacdo ao
AgNO3 e se esta relagao for modificada, a agregagao das Ag-NPs pode ocorrer
em menos de 1 h. Entretanto, a adigcdo de NaBH; em excesso pode aumentar
a forga ibnica do meio, facilitando a agregacéo das particulas (MELO JR. et al.,
2012).

A pureza dos reagentes utilizados na sintese de Ag-NPs também & um
fator importante, pois a presenga de impurezas pode servir como sitio de
nucleagédo das Ag-NPs (MELO JR et al., 2012). De acordo com Solomon et al.
(2000), a pureza do AgNO3 e do NaBH4 deve ser maior que 99%. A obtencao
de Ag-NPs utilizando NaBH,4 pode ser descrita pela Equagao 1:

AgNO; + NaBH, - Ag°+ 1/, H, + 1/, BHe + NaNO; (1)

As Ag-NPs obtidas por este método apresentam tamanhos entre 5 a 20
nm de didmetro que podem ser caracterizadas por espectroscopia de absorgao
UV-Vis na faixa entre 380 — 400 nm (GARCIA, 2011).

A redugdo com citrato de sodio produz Ag-NPs com didametro maior,
entre 50-100 nm, e podem ser caracterizadas pela espectroscopia de absorcao
UV-Vis ao redor de 420 nm (GARCIA, 2011). A reagdo entre os ions Ag* e o

ion citrato é dada pela Equacéo 2.

4Ag*T + C4HsO,Naz + 2H,0 - 4Ag° + C4HsO, H; + 3Nat+ H  + 0, (2)



A espectroscopia de UV-Vis € um dos métodos mais utilizados na
caracterizagdo de Ag-NPs. Pode-se observar na Tabela 1 a correlagdo entre o
diametro médio das nanoparticulas e o comprimento de onda observado no

pico.

Tabela 1 - Correlagdo entre tamanho (nm) das particulas e o comprimento de
onda (nm) observado no pico

Tamanho da particula (nm) Comprimento de onda (nm)
5-10 380-390
10-14 395-405
35-50 420-435
60-80 438-450

Fonte: Solomon et al. (2007).

2.2. Estabilidade de nanoparticulas

Particulas na escala nanométrica sdo termodinamicamente instaveis
(ATKINS, 1994). Por possuirem grande area superficial por volume, as
nanoparticulas apresentam alta tendéncia de agregarem-se para minimizar a
energia total ou interfacial do sistema. A aglomeracao das particulas é causada
pela forca atrativa de van der Walls e/ou forgas que tendem a minimizar a
energia total de superficie do sistema. Portanto, para evitar a agregacéo das
particulas, for¢as repulsivas devem sobrepor as atrativas (JIANG et al., 2009).
Forgcas repulsivas podem ser alcangadas pela estabilizagcdo estérica,
eletrostatica ou eletroestérica. A estabilizacdo estérica se da pela adsorgéo de
um polimero ndo carregado ou surfactantes nao idnicos sobre a superficie das
nanoparticulas, o que impede a agregacgao por meio de repulsdo estérica (EL
BADAWY et al.,, 2010). Ja a estabilizacdo eletroestérica ocorre quando um
polieletrdlito adsorve sobre a superficie da particula coloidal. Polieletrélitos sao
polimeros com grupos ionizaveis, sendo classificados em anibnicos ou
catibnicos de acordo com seu grupo funcional, ou seja, € um polimero cujas
unidades de repeticdo suportam um grupo eletrélito que se dissocia em solugéo

aquosa, fazendo com que o polimero fique carregado (EL BADAWY et al.,



2010). Entao, a estabilidade é provocada pela repulsado estérica, bem como
eletrostatica. Alguns dos polimeros usados para estabilizacdo de Ag-NPs sao:
polivinilpirrolidona (PVP) (WILEY et al., 2005; EL BADAWY et al., 2010),
polivinil alcool (PVA) (PENCHEVA et al., 2012), polietilenoglicol (PEG) (POPA
et al., 2007), poliacrilamida (CHEN et al, 2006), carboximetilcelulose (GARCIA,
2011).

2.3. Potencial zeta ({)

O potencial ¢ representa a carga na superficie das nanoparticulas e
pode variar no tipo (negativo/positivo), bem como em magnitude, de acordo
com o agente de revestimento ou dos reagentes utilizados na sintese (EL
BADAWY et al., 2011). As particulas coloidais podem adquirir cargas devido a
ocorréncia de alguns fendmenos como, possibilidade de ions sairem da
particula e irem para solugao, possibilidade de ions sairem da solugédo e irem
para a particula coloidal, adsorcdo preferencial de ions na superficie da
particula coloidal e ionizagdo de grupos funcionais na superficie da particula
(ADAMSON, 1997). De acordo com a teoria DLVO (DERJAGUIN; LANDAU,
1941; VERWEY; OVERBEEK, 1948) particulas com potencial { maior que +30
mV e menor que -30 mV sdo normalmente consideradas estaveis na auséncia
de estabilizadores estéricos.

Sob a acdo de um campo elétrico, cada particula e os ions mais
fortemente ligados a mesma se movem como uma unidade, e o potencial no
plano de cisalhamento entre essa unidade e o meio circundante € denominado
de potencial ¢ (BEDE, 2010). O potencial { ndo pode ser medido diretamente.
Assim, utiliza-se algum tipo de medida indireta, a partir da qual seu valor é
calculado. A técnica mais usada e mais aceita € mobilidade eletroforética.
Neste caso, uma dispersao coloidal diluida é introduzida em uma cuba com
dois eletrodos e aplica-se um potencial elétrico a dispersdo. As particulas com
carga elétrica liquida se movem na diregdo do eletrodo de carga contraria, tado
rapidamente quanto maior a sua carga elétrica e maior o campo elétrico
aplicado (LAMEIRAS et al.,, 2008; ABREU, 2011). Por representar a carga
efetiva nas particulas, o potencial { esta relacionado com a repulsdo

eletrostatica entre elas e com a estabilidade da dispersdo (BEDE, 2010).



3. MATERIAIS E METODOS

As Ag-NPs foram obtidas por sintese coloidal em meio aquoso, sendo
utilizadas duas diferentes rotas: i) utilizando-se citrato de sédio como agente
redutor; ii) utilizando-se NaBH, como agente redutor.

As vidrarias utilizadas na sintese e estocagem das Ag-NPs foram
lavadas com 10% acido nitrico e enxaguadas com agua deionizada (MiliQ).

Todas as solugdes também foram preparadas em agua deionizada.

3.1. Sintese e revestimento das nanoparticulas de prata

3.1.1. Sintese de nanoparticulas de prata com citrato de sédio (Ag-NPC)

As Ag-NPC foram obtidas pela redu¢do do AgNO3 com citrato de sodio,
como descrito por Monteiro et al. 2009, com pequenos ajustes. Foram
aquecidos 100 mL de 1 mM AgNO; (Sigma-Aldrich, USA) em um bal&o de trés-
pescogo, acoplado em um condensador, e apés 2 min de ebulicdo foram
adicionados 10 mL de 36 mM citrato de sédio (Sigma-Aldrich, USA). A solugéo
foi mantida em ebulicdo até comecar aparecer uma coloracdo amarelo-palido
(~ 3,0 min). Entdo, a fonte de calor foi desligada e o baldo permaneceu em
contato com a malha de aquecimento por mais alguns minutos (~2 min) até
obtencdo da cor amarela, indicando a formagdo das Ag-NPs. A dispersao foi
entao retirada da fonte de calor e resfriada em temperatura ambiente.

A permanéncia do baldo na malha de aquecimento por tempo
prolongado, leva a formagdo de uma dispersao amarela-acinzentada,
associada a agregacao das Ag-NPC, podendo-se observar precipitados
acinzentados no fundo do baldo. Além disso, forma uma pelicula cinza na

parede do baldo, indicando perda de prata.



3.1.2. Sintese de nanoparticulas de prata com borohidreto de sédio (Ag-
NPB)

As Ag-NPB foram obtidas pela redu¢do do AgNOs; (Sigma-Aldrich,
USA) com NaBH4 (Vetec, Brasil) (KIM et al., 2007; MELO JR. et al., 2012).
Foram adicionados gota a gota (1 gota por segundo), utilizando bomba
peristaltica, 25 mL de 1 mM AgNO3; a 75 mL de 2 mM NaBH, imerso em banho
gelo. A solucdo de NaBHj, foi previamente resfriada (~ 2 °C). Durante a mistura,
os ions Ag® foram reduzidos e agrupados para formar Ag-NPs em uma

dispersao aquosa transparente e amarela.

3.1.3. Revestimento das nanoparticulas de prata

As Ag-NPs foram revestidas com polivinilpirrolidona (PVP) (Sigma-
Aldrich, USA), peso molecular 55.000 e com carboximetilcelulose (CMC)
(GARCIA, 2011). As dispersdes de Ag-NPC e Ag-NPB foram misturadas com
solugdes aquosas de PVP 0,3% e CMC 0,5%, na proporcéo de 1:1 (v/v), sendo
denominadas Ag-NPC-PVP, Ag-NPC-CMC, Ag-NPB-PVP e Ag-NPB-CMC,

respectivamente.

3.2. Caracterizagao fisico-quimica das nanoparticulas de prata

3.2.1. Espectroscopia de absor¢ao molecular na regiao do ultravioleta e
visivel (UV-Vis)

O espectro de absorgdo UV-Vis das Ag-NPs foi adquirido em um
espectrofotbmetro modelo UV-1601 PC Shimadzu, em uma faixa de
comprimento de onda de 290 nm a 700 nm usando-se uma cubeta de quartzo
com caminho 6ptico de 10 mm. O experimento foi realizado em trés repeti¢cdes
no Laboratério de Pigmentos e Compostos Bioativos do Departamento de

Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa.



3.2.2. Espalhamento dindmico de luz (DLS)

O tamanho (didmetro hidrodindmico médio) das Ag-NPs foi
determinado por DLS utilizando o equipamento Zetasizer Nano-ZS (Malvern
Instruments, Southborough, UK) do Laboratério de Desenvolvimento e
Simulagdo de Processos do Departamento de Tecnologia de Alimentos da
Universidade Federal de Vigosa.

O instrumento utiliza espectroscopia de correlagdo de fétons para
medir o tamanho das particulas. O movimento aleatério das particulas,
Browniano ou térmico, faz com que a intensidade da luz dispersa a partir de
particulas varie com o tempo. Particulas grandes movem-se mais lentamente
que as pequenas, deste modo, a taxa de variagédo da luz dispersa é mais lenta.
A espectroscopia de correlacdo de fotons utiliza a taxa de alteragao destas
flutuagdes de luz para determinar a distribuicdo de tamanho das particulas (YE;
SINGH, 2007).

A faixa de didametro de particulas e numero de contagens de fétons por
segundo (quilo Contagem por segundo (kCps) foram avaliadas a 25 °C. Para
evitar efeitos de espalhamento multiplo as amostras foram diluidas em agua
deionizada para uma concentracédo de, aproximadamente, 1 pg-mL'1.

As medicbes de tamanho foram reportadas como didametro médio

. jdf . .
volumétrico <d43 = gi‘d;), em que n; corresponde ao numero de particulas de
idj

didmetro d;. Cada resultado individual foi automaticamente calculado como a
média de trés medidas com 20 submedidas cada. O experimento foi realizado

em trés repeticdes.

3.2.3. Potencial zeta (Q)

Medidas de potencial ¢ foram realizadas com instrumento de
eletroforese de particula (Zetasizer Nano-ZS, Malvern Instruments,
Southborough, UK). O potencial ¢ foi determinado por meio da medida da
direcdo e velocidade do movimento de uma particula em um campo elétrico
bem definido (HOLMBERG et al., 2002).
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As amostras foram diluidas para uma concentracédo de 1 pg-mL'1,
utilizando agua deionizada. Em seguida, as particulas foram dispostas em
células capilares equipadas com eletrodos de ouro e analisadas a um angulo
de espalhamento de 173°.

A mobilidade eletroforética (V-m%s™) foi calculada a 25 + 0,1 °C,

conforme a Equacao 3, para particulas esféricas.

p=— (3)

em que U é a velocidade da particula (m-s™), w a frequéncia (s) e E o campo
elétrico efetivo (V-m™). O potencial ¢ (mV) foi calculado usando a Equacdo de
Smoluchoski (4).

(== @)

&

em que £ é a permisividade elétrica (F-m™) e n a viscosidade do solvente
(Pa's). A conversdo da mobilidade eletroforética em potencial ¢ foi feita
automaticamente pelo software de analise dos dados Zetasizer Software
(Malvern. UK). Os valores de potencial ¢ foram determinados em triplicata e o
desvio padrao foi calculado por pelo menos 10 medidas de uma mesma

amostra. O experimento foi realizado em trés repeticoes.

3.2.4. Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

MET foi empregada para determinacéo do tamanho e do formato das
Ag-NPs. A analise foi realizada no centro de Microscopia da Universidade
Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais, utilizando o
microscopio Tecnai — G2-20-FEI, 2006 com voltagem de 200 KV.

As amostras foram preparadas pingando-se uma gota da dispersao
coloidal em grids de cobre recobertas com um fino filme de carbono amorfo.

ApOs secagem, as amostras foram observadas no microscopio.
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3.2.5. Absorc¢ao atébmica

A concentracdo de prata nas dispersdes coloidais foi determinada
utilizando espectrofotdmetro de absor¢do atdbmica com emprego de chama
(Specttr AA-200, VARIAN). A analise foi realizada no Laboratério de Quimica
Verde (QUIVECON) do Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Vigosa, Minas Gerais. Foi feita uma curva padrao de AgNO3 nas concentragdes
entre 0,5 mg-L'1 e 3,5 mg-L'1.As dispersbdes de Ag-NPs foram adequadamente

diluidas em agua deionizada. O experimento foi realizado em trés repetigdes.
4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Espectroscopia de UV-Vis

As Ag-NPC e as Ag-NPB apresentaram ressonancia plasmoénica de

superficie tipica, Figuras 2 e 3, respectivamente, com pico em torno de 400 nm.

3,0 q

2,5 4

—— AgNPC
- Ag-NPC-PVP
——— Ag-NPC-CMC

2,0 A

1,5 1

1,0 1

Absorbancia

0,5 A

——

0,0 A

200 300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Figura 2 - Espectro de absorcao optica de nanoparticulas de prata sintetizadas
com citrato de sédio sem revestimento (Ag-NPC), revestidas com
polivinilpirrolidona (Ag-NPC-PVP) e revestidas com
carboximetilcelulose (Ag-NPC-CMC).
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Figura 3 - Espectro de absorcéo optica de nanoparticulas de prata sintetizadas
com borohidreto de sodio sem revestimento (Ag-NPB), revestidas
com polivinilpirrolidona  (Ag-NPB-PVP) e revestidas com
carboximetilcelulose (Ag-NPB-CMC).

A espectroscopia de UV-Vis € um dos métodos mais utilizados na
caracterizagao estrutural de Ag-NPs (PAL et al., 2007; AWASTHI et al., 2013).
Uma caracteristica de metais nobres sob a forma de nanoparticulas é a forte
coloracao de suas dispersodes coloidais (GARCIA, 2011). De acordo com Berni
Neto (2010) a mudanga de cor durante a sintese das nanoparticulas é
associado ao fendmeno conhecido como ressonancia plasmébnica de
superficie, que é a excitacdo coletiva de elétrons na interface entre um
condutor e um isolante. O tamanho e o formato das nanoparticulas sdo os
principais fatores que determinam a faixa espectral de absorgao, isto €, onde
ocorre a ressonancia. Outros fatores que interferem sdo a densidade
eletrdnica, massa efetiva e a interacdo com seus estabilizadores e com o0 meio
em que se encontram (SOLOMON et al., 2007).

De acordo com Brause et al. (2002), o espectro de absorgao optica das
nanoparticulas metalicas desloca para comprimentos de onda maiores quando

as particulas aumentam de tamanho. O comprimento de onda no pico foi de
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418 £ 3,2 nm para as Ag-NPC e 389 £ 0,5 nm para as Ag-NPB. Isso indica que
as Ag-NPC s&o maiores que as Ag-NPB, pois apresentaram absor¢gao maxima
em comprimento de onda maior. A adicado de PVP ocasionou o deslocamento
do comprimento de onda das Ag-NPB de 389 nm para 397,5 nm, o que indicou
que o PVP nao foi um bom estabilizante para estas nanoparticulas.

De acordo com a teoria de Mie, para nanoparticulas esféricas é
esperado apenas uma banda de ressonancia plasménica de superficie,
enquanto que particulas anisotropicas dao origem a duas ou mais bandas,
dependendo do formato das particulas. Assim, nanoparticulas esféricas, discos
e triangulares irdo fornecer um, dois ou mais picos respectivamente (SOSA et
al., 2003). Podemos observar pela ressonancia plasménica de superficie que
tanto as Ag-NPC (Figura 2), quanto as Ag-NPB (Figura 3), adicionadas ou nao

dos polimeros, sdo esféricas, pela formagao de apenas um pico.

4.2. Tamanho e potencial zeta das nanoparticulas de prata

O tamanho médio determinado por DLS e o potencial ¢ das Ag-NPs
estdo descritos na Tabela 2. O resultado por UV-Vis indicou que as Ag-NPC
sdo maiores que as Ag-NPB, por apresentarem absor¢gdo maxima em um
comprimento de onda maior, entretanto, ambas apresentaram tamanhos
similares por DLS.

As Ag-NPC e Ag-NPB apresentaram potencial ¢ de -31,9 mV e -33,2
mV, respectivamente, o que indicou que as Ag-NPs apresentam boa
estabilidade na auséncia de agentes estabilizantes. A adicdo de CMC, um
polimero anidnico, diminuiu o potencial { de ambas Ag-NPs, aumentado a
densidade de cargas negativas, o que promove aumento na repulsao
eletrostatica e estabilidade das nanoparticulas. Entretanto, o potencial { das
Ag-NPs revestidas com PVP foi menos negativo do que sem estabilizante. A
adicdo de PVP diminuiu a densidade de carga negativa das Ag-NPs, o que
pode provocar a diminuicdo da estabilidade associado a diminuicdo da

repulsao eletrostatica.
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Tabela 2 - Valores médios do tamanho (nm) e desvio padrao, desvio padréo (o)
da distribuicdo de tamanhos (nm) e potencial zeta (mV) das
nanoparticulas de prata sintetizadas com citrato de sdédio sem
revestimento (Ag-NPC), revestidas com polivinilpirrolidona (Ag-NPC-
PVP) e revestidas com carboximetilcelulose (Ag-NPC-CMC)
enanoparticulas de prata sintetizadas com borohidreto de s6dio sem
revestimento (Ag-NPB), revestidas com polivinilpirrolidona (Ag-NPB-
PVP) e revestidas com carboximetilcelulose (Ag-NPB-CMC)

Nanoparticulas Tamanho (nm)* o (nm)* Potencial zeta (mV)*
Ag-NPC 34+1,2 1,8 -31,9+8,6
Ag-NPC-PVP 6,9+1,2 2,5 -219+28
Ag-NPC-CMC 34+0,2 3,2 -58,8+6,9
Ag-NPB 3,1+0,9 2,9 -332+1,7
Ag-NPB-PVP 57+0,5 6,3 -19,4+0,3
Ag-NPB-CMC 48+1,2 10,7 -73,9+6,0

*Média de trés repeticbes.

Em trabalho realizado por Kittler et al. (2010), o potencial { das Ag-NPs
também aumentou de -30 mV para -17 mV com a adi¢gdo de PVP. Apesar de
ter alterado o potencial {, esses polimeros promovem principalmente uma

estabilizacao estérica.

4.3. Microscopia eletronica de transmissao (MET)

As imagens observadas por MET (Figura 4) revelaram que as Ag-NPs
sdo, aproximadamente, esféricas o que confirmou o resultado observado por
UV-vis. O tamanho médio das Ag-NPC determinado pela distribuicdo de
tamanhos (Figura 5) foi de 3,86 + 0,43 nm e o desvio padrdo de 1,5 £ 0,4 nm,
corroborando com os resultados obtidos por DLS. Ja o tamanho das Ag-NPC-
CMC foi maior que o obtido por DLS (Figura 4d).

A distribuicdo de tamanhos das Ag-NPC (Figura 5) foi determinada a
partir da Figura 4a.
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Figura 4 - Nanoparticulas de prata sintetizadas com citrato de sédio (Ag-NPC),
observadas por microscopia eletronica de transmissédo. a e b) sem
revestimento em diferentes ampliagdes; c) revestidas com
polivinilpirrolidona (Ag-NPC-PVP); d) revestidas com
carboximetilcelulose (Ag-NPC-CMC).

Como pode ser visualizado na Figura 6, as Ag-NPB sido bem
pequenas, confirmando os resultados de DLS. Entretanto, ndo foi possivel
determinar a distribuicdo de tamanhos dessas nanoparticulas pelo pequeno
numero de particulas obtidas na imagem.

A concentracdo de prata na dispersdo de Ag-NPC foi de 95,6 + 1,6
ug'mL™. Ja na dispersdo de Ag-NPB foi de 31 + 0,04 ug-mL”. A maior
concentragdo de prata na primeira é associada as proporgbes de reagentes

adicionados na sintese.
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Contagem

Tamanho (nm)

Figura 5 - Distribuicdo de tamanhos das nanoparticulas de prata sintetizadas
com citrato de sodio (Ag-NPC), obtida a partir da Figura 4a.

Figura 6 - Nanoparticulas de prata sintetizadas com borohidreto de sédio (Ag-
NPB), observadas por microscopia eletronica de transmissao.
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5. CONCLUSAO

A presencga da ressonancia plasmoénica de superficie tipica confirmou a
formacdo das Ag-NPs nas dispersdes coloidais. As Ag-NPC e as Ag-NPB
apresentaram potencial { menor que - 30 mV, caracteristica que indica boa
estabilidade das dispersdes coloidais. Ambas Ag-NPs apresentaram tamanhos
menores que 5 nm, por DLS e por MET, que séo indicadas para aplicagdes
microbiolégicas. Entretanto, as Ag-NPC s&o obtidas em concentragdo maior, o

que favorece sua utilizagdo como agente antimicrobiano.
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CAPITULO 2

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE NANOPARTICULAS DE PRATA

RESUMO: Nanoparticulas de prata (Ag-NPs) foram sintetizadas por reducéo
quimica utilizando citrato de sédio (Ag-NPC) e foram revestidas com
polivinilpirrolidona (PVP) e carboximetilcelulose (CMC). Foi determinado o
espectro de acdo, a Concentragdo Minima Inibitoria (CMI) e a Concentragéo
Minima Bactericida (CMB) das Ag-NPC e dos ions Ag®, provenientes do nitrato
de prata (AgNOs3), sobre espécies de bactérias gram-positivas e gram-
negativas. Caracterizou-se o efeito de concentracdes subinibitérias de Ag-NPC
e de ions Ag'na adesdo microbiana em superficies de poliestireno. Os
provaveis mecanismos de ag¢ao antimicrobiana foram avaliados por meio de
microscopia eletronica de transmissao com analise dispersiva de raios-x, pelo
uso de agentes antioxidantes, determinagao da peroxidagao de lipideos e pela
avaliacdo da liberagdo de ions Ag® pelas Ag-NPC, utilizando-se membrana de
dialise. Foi caracterizada a cinética de inativacao de células plancténicas de P.
aeruginosa tratadas com Ag-NPC e com AgNOs3, sob diferentes condigdes. As
Ag-NPC e o AgNO3; demonstram atividade antimicrobiana sobre as bactérias
gram-positivas e gram-negativas, pelo teste da inibicgdo da multiplicagéo
microbiana por difusdo em agar. Entretanto, a CMI das Ag-NPC e do AgNOj foi
menor sobre as bactérias gram-negativas. A CMB das Ag-NPC e do AgNOs;
sobre as bactérias gram-negativas foi de 4 a 8 vezes maior que a CMI.Tanto as
Ag-NPC quanto o AgNOs; apresentaram efeito bacteriostatico sobre as
bactérias gram-positivas, nado apresentando efeito bactericida na maior
concentracéo testada, 50 pg-mL™. A CMI das Ag-NPC revestidas com PVP e
revestidas com CMC foi igual a CMI das Ag-NPs sem revestimento, ndo sendo
demonstrado o efeito do potencial zeta na atividade antimicrobiana das Ag-
NPC. Concentragbes subinibitorias de Ag-NPC diminuiram a adesdo de P.
aeruginosa na superficie de poliestireno. Entretanto, aumentaram a adesao das
bactérias gram-positivas em relagdo ao grupo controle. As Ag-NPC e o AgNO3;
nao alteraram a hidrofobicidade da superficie de poliestireno, sendo assim,
esses antimicrobianos podem ter interferido em algum mecanismo envolvido na
adesdo e formacido de biofilme, em resposta ao estresse. Por microscopia
eletrénica de transmissao/espectroscopia dispersiva de raios-x verificou-se que
a prata penetra nas células microbianas, complexa com enxofre e fdsforo
formando uma regido de condensagao no centro das bactérias. Os danos
causados em S. aureus foram menos intensos comparados com os danos em
P. aeruginosa. Os danos provocados pelas Ag-NPC nas células microbianas
foram semelhantes aos causados pelo AgNOj;. Agentes antioxidantes como
acido ascorbico, L-cisteina e tiossulfato de sédio inibiram o efeito
antimicrobiano das Ag-NPC e do Ag-NOj;, sugerindo o envolvimento de
espécies reativas de oxigénio (ERO) na atividade antimicrobiana das Ag-NPC e
do AgNOs;. Entretanto, ndo se verificou a peroxidagao de lipideos nas células
tratadas. Os resultados em membranas de dialise indicaram que a atividade
antimicrobiana das Ag-NPC esta relacionada com a liberagéo de ions Ag”. As
cinéticas de inativacdo de células plancténicas de P. aeruginosa tratadas com
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Ag-NPC e com AgNO; em diferentes condi¢des, foram ajustadas por modelos
bifasicos, demonstrando uma heterogeneidade na resisténcia microbiana. O
tempo de inativagdo microbiana diminuiu com o aumento da concentragao e da
temperatura. A atividade antimicrobiana das Ag-NPC e do AgNOs; foi reduzida
em meio de cultura comparado com suas atividades em agua, provavelmente,
pela complexagcdo das Ag-NPC e do AgNO3; com os constituintes do meio,
como enxofre e fosfatos.

1. INTRODUGAO

A utilizagdo de nanomateriais em diversos produtos tem aumentado
muito nos ultimos anos. Dentre os produtos contendo nanomateriais, os que
contém Ag-NPs s&o hoje mais amplamente comercializados. Isso se deve a
conhecida atividade antimicrobiana da prata e seu amplo espectro de agao.

O principal interesse na utilizacdo de agentes antimicrobianos com
prata € associado ao aumento no numero de bactérias resistentes aos
antibioticos. As bactérias apresentam baixa propensdo de desenvolverem
resisténcia contra a prata, considerando o seu amplo modo de agdo. Além
disso, a toxicidade para células humanas € considerada baixa quando
comparada a toxicidade em relacdo as bactérias (VOLKER et al.,, 2004). A
atividade antimicrobiana das Ag-NPs pode ser influenciada por diversos fatores
como tamanho, forma, estrutura cristalografica, carga superficial, agregacao e
dissolucéo de ions.

Ha relatos de que a liberagdo de ions Ag® a partir das Ag-NPs é
responsavel por sua atividade antimicrobiana. Entretanto, n&o esta claro se o
mecanismo de acao antimicrobiana das Ag-NPs esta relacionado apenas com
a liberagcdo de ions ou se as proprias Ag-NPs apresentam uma toxicidade
especifica (NAVARRO, 2008). Varios trabalhos tém sido realizados nos ultimos
anos, na tentativa de esclarecer esta questao, entretanto o mecanismo néo foi
totalmente esclarecido. Discernir a contribuicdo dos ions Ag® na atividade
antimicrobiana das Ag-NPs tém sido um desafio para os pesquisadores.

De acordo com Radzig et al. (2013), para aplicar as Ag-NPs com
sucesso € importante entender o seu mecanismo de acdo ndo apenas nas
células em suspensao, mas também em biofilmes. Pois, acima de 99% das
bactérias encontram-se nos ecossistemas, na forma de biofilmes, aderidas em

diferentes superficies. E importante enfatizar que a formacdo de biofiimes em
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dispositivos implantados a exemplo de valvulas cardiacas, cateteres e lentes
de contato, pode promover infeccbes crbénicas. Além disso, a formacao de
biofilmes pode acarretar varios problemas para a industria de alimentos como,
prejudicar o processo de cloragao da agua, diminuir a transferéncia de calor em
trocadores de calor, diminuir o fluxo em tubulagdes, provocar corrosdo dos
equipamentos e, principalmente, contaminar os alimentos.

Objetivou-se: 1) Determinar o espectro de acdo antimicrobiana, a
concentracdo minima inibitéria (CMI), e a concentragdo minima bactericida
(CMB) sobre espécies de bactérias gram-positivas e gram-negativas; 2)
Determinar o efeito de concentragdes subinibitérias de Ag-NPC e de AgNOs3 na
adesdao de bactérias gram-positivas e gram-negativas na superficie de
poliestireno; 3) Determinar os provaveis mecanismos de agao das Ag-NPs e do
AgNOs3, por microscopia eletronica de transmissao com analise dispersiva de
raios-x, pelo uso de agentes antioxidantes, determinagdo da peroxidagdo de
lipideos e liberacdo de ions Ag® pelas Ag-NPC; 4) Caracterizar a cinética de
inativagdo de células planctbnicas de P. aeruginosa tratadas com Ag-NPC e

com AgNO3, sob diferentes condigdes.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Consideragoes gerais

O uso indevido de antibidticos promove a selecdo de estirpes de
bactérias resistentes (KYRIACOU et al., 2004) o que representa um problema
sério de saude publica e, portanto, ha forte incentivo para desenvolver novos
agentes bactericidas (SONDI; SALOPEK-SONDI, 2004). De acordo com
Morones et al. (2005), as atuais pesquisas com nanomateriais antimicrobianos
sao particularmente oportunas.

A atividade antimicrobiana da prata é bem conhecida deste os tempos
antigos (SHRIVASTAVA et al., 2007) e tem sido demonstrado que em baixas
concentragdes, a prata n&o é tdxica para células humanas (PAL et al., 2007).
De acordo com Zhao e Stevens (1998), quando comparada com outros metais,
a prata exibe alta toxicidade para micro-organismos e baixa toxicidade para
células animais. Além disso, € bem conhecido que a prata possui amplo
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espectro de atividade antimicrobiana sobre bactérias, fungos e virus (BALAZS
et al., 2004).

A atividade antimicrobiana das Ag-NPs é influenciada pelo tamanho e
formato das particulas (MORONES et al., 2005; PAL et al., 2007). Assim, Ag-
NPs com tamanho reduzido, aproximadamente 5 nm, e sem agregacdo sao
preferiveis. Outro fator importante € a estrutura cristalina que as Ag-NPs
apresentam. Estudos mostram que, quanto maior o numero de facetas nas
particulas, maior a sua reatividade (MORONES et al., 2005), sendo o tamanho
e microestrutura das nanoparticulas dependentes da temperatura e
concentragcédo do precursor e das propriedades de sintese (JING et al., 2009).
Ag-NPs triangulares sao mais eficazes na inibicdo da multiplicagado microbiana
em comparagao com as Ag-NPs esféricas (PAL et al.,, 2000; DONG et al.,
2012; LIU et al., 2013).

2.2. Mecanismos de acao da prata

jons Ag® apresentam tendéncia em complexar com substancias
contento enxofre ou fésforo, como R-S-R, R-SH, RS_ ou PR3 (PAL et al.,
2007). Deste modo, proteinas que contém enxofre e elementos que contém
fésforo, como o DNA, sédo os sitios preferenciais de ligagdo com a prata.
Acredita-se que o efeito inibitério dos ions Ag®, é associado a sua adsorgéo a
parede celular carregada negativamente e desativagdo de enzimas celulares,
com comprometimento da permeabilidade da membrana (PERCIVAL et al.,
2005) e, por ultimo, morte e eventual lise celular (RATTE, 1999; SAMBHY et
al., 2006).

As interagbes eletrostaticas entre as cargas negativas da superficie
bacteriana e as Ag-NPs carregadas positivamente parecem ser fundamentais
para a atividade antimicrobiana das Ag-NPs (STOIMENOV et al., 2002). No
entanto, ha indicacbes de que Ag-NPs com cargas negativas também
apresentam efeito antimicrobiano (SONDI; SALOPEK-SONDI, 2004; FAYAZ et
al., 2009). O mecanismo de interagdo das Ag-NPs carregadas negativamente
com os constituintes da membrana ainda nédo esta compreendido (SONDI;
SALOPEK-SONDI, 2004).
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As Ag-NPs apresentam efeito bactericida maior sobre bactérias gram-
negativas do que sobre bactérias gram-positivas, em razdo da diferenca
estrutural da parede celular dessas bactérias (SHRIVASTAVA et al., 2007;
FAYAZ et al., 2009). Entretanto, os fatores que afetam a atividade bactericida
das Ag-NPs sobre células bacterianas ainda ndo estdo completamente
elucidados.

De acordo com Martinez-Castafién et al. (2008), Ag-NPs menores séo
mais eficientes associado a sua maior area superficial por volume, o que
permite melhor contato com as células microbianas. Esses autores avaliaram o
efeito antimicrobiano de Ag-NPs de trés tamanhos diferentes (7 nm, 29 nm e 89
nm). Os valores de CMI para S. aureus e E. coli aumentaram com o aumento
do tamanho das Ag-NPs, sendo que as de 7 nm apresentaram os melhores
efeitos antimicrobianos.

Com base nos resultados por MET, Morones et al. (2005) relataram
que as Ag-NPs e os ions Ag® atuam sobre as bactérias por mecanismos
diferentes. Entretanto, de acordo com Xiu et al. (2012), a atividade
antimicrobiana das Ag-NPs é explicada exclusivamente pela liberagdo de ions
Ag® e que as Ag-NPs ndo apresentam um efeito direto especifico da particula.
As Ag-NPs perderam a capacidade antimicrobiana sob condi¢gdes anaerdbias,
em que a liberacdo de ions Ag® é cessada, enquanto os ions Ag® mantiveram
sua atividade sob aerobiose e anaerobiose (XIU et al.,, 2011). No entanto, a
atividade antimicrobiana das Ag-NPs aumentou gradativamente quando foram
expostas ao ar por 6 h ou 48 h. Esses autores ainda reportaram que fatores
como tamanho, forma, revestimento de superficies (estabilizantes) e carga
superficial, afetam a atividade antimicrobiana das Ag-NPs, provavelmente, por
afetarem a taxa, a extensdo ou o tempo de liberagdo de ions Ag®. A atividade
antimicrobiana das Ag-NPs esta relacionada com a presenca de ions Ag”
adsorvidos na superficie das Ag-NPs, considerando que apenas as Ag-NPs
parcialmente oxidadas apresentaram atividade antimicrobiana, enquanto as
reduzidas (Ag®) ndo (LOK et al., 2007).

Ha indicagbes de que a liberagdo de ions Ag® pela oxidagdo da prata
metalica (Ag®) em contato com a agua e oxigénio dissolvido esta envolvida no
mecanismo de acao bactericida das Ag-NPs (XIU et al., 2011). De acordo com
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a Equagéo 1, ions Ag” séo liberados a partir das Ag-NPs (prata elementar) na
presencga de agua e oxigénio (HOSKINS et al., 2002).

2495 +5 0, (aq) + 2H* - 2 Ag* (aq) + H,0 (1)

Entretanto, ndo esta claro se a liberagéo de ions Ag™ é responsavel por
toda atividade antimicrobiana das Ag-NPs ou se as préprias Ag-NPs possuem
um efeito especifico da particula. Distinguir a atividade antimicrobiana entre Ag-
NPs e ions Ag® tem sido um desafio para os pesquisadores, pois 0s
experimentos sdo normalmente realizados na presenga de oxigénio e a duas
formas, Ag-NPs e ions Ag®, coexistem nestas condigdes (XIU et al., 2012). Ag-
NPs tém sido lavadas em &gua pura para remover os ions Ag® antes dos
ensaios toxicolégicos (SONDI; SOLOPEK-SONDI, 2004; LIU; HURT, 2010).
Membranas de didlise que permitem a passagem dos ions, mas ndo das Ag-
NPs, também tém sido utilizadas para separar as Ag-NPs dos ions Ag’
(KITTLER et al., 2010).

2.3. Espécies reativas de oxigénio (ERO) e peroxidagao de lipideos

As ERO compreendem nao somente os radicais livres como o radical
superéxido (O2"), radical hidroperoxil (HOO"), radical hidroxil (HO"), radical
peroxil (ROO") e radical alcoxil (RO’), mas também nao radicais como, peroxido
de hidrogénio (H,0.), oxigénio singlete ('O,) e acido hipocloroso (HCLO)
(MURRAT; REID, 2001). Por definicdo, radicais livres sao moléculas que
possuem um ou mais elétrons desemparelhados em seu orbital externo
(ARAUJO, 2008). Uma caracteristica comum entre as diferentes ERO ¢é a
capacidade de causar algum dano oxidativo nas células. Os alvos bioldgicos
para as ERO sdao DNA, RNA, proteinas e lipideos, sendo os lipideos os
principais alvos durante o estresse oxidativo (CABISCOL et al., 2000). Radicais
livres podem atacar diretamente acidos graxos poli-insaturados e iniciar a
peroxidagao de lipideos. De acordo com Cabiscol et al. (2000), o efeito primario
da peroxidagao de lipideos é a diminuicdo da fluidez da membrana. Varios

autores tém reportado que a atividade antimicrobiana das Ag-NPs esta
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relacionada com a formacédo de ERO (KIM et al., 2007; KIM et al., 2011; KORA
et al., 2011).

A reacdo das ERO com os acidos graxos poli-insaturados (AGPI)
presentes nas membranas celulares, inicia um processo em cadeia
denominado peroxidacgao lipidica ou lipoperoxidagao, que pode ser avaliado e
utilizado como um indicador do estresse oxidativo celular (LIMA; ABDALLA,
2001). A peroxidacdo de lipideos se da pela incorporagdo de oxigénio
molecular a um AGPI para produzir um hidroperéxido lipidico como produto
primario inicial (LIMA; ABDALLA, 2001). Uma das técnicas mais utilizadas para
se avaliar a oxidacao de lipideos é o teste do malondialdeido (MDA). O MDA é
um dialdeido formado como um produto secundario durante a oxidacao de
AGPI. A condensacdo do MDA com duas moléculas do acido tiobarbiturico
(TBA) forma um cromogeno roseo, em meio acido e alta temperatura, que pode
ser determinado por absor¢do no visivel (532 nm) ou por fluorescéncia (Aexc =
515 nm e Aem = 553 nm). Neste teste utiliza-se como padrao o MDA obtido pela

hidrdlise do tetrametoxipropano ou tetraetoxipropano (YU et al., 1986).

2.4. Adesao microbiana e formagao de biofilmes

Bactérias sdo capazes de aderir e formar biofilme na superficie de
diversos materiais como ago inoxidavel, vidro, granito, plastico e borracha
(HOOD; ZOTTOLA, 1997). A adeséao bacteriana € importante em diferentes
campos, desde a microbiologia médica e patologia a industria de alimentos
(UBBINK; ZAMMARETTI, 2007).

No processo de adesdo da bactéria a superficie ocorre inicialmente a
adsorcao reversivel regulada pela atracao eletrostatica e por forgas fisicas,
como forgcas de van der Waals e interacbes hidrofébicas. Estas forcas de
adesao dependem das propriedades fisico-quimicas da superficie de adesao e
da superficie da bactéria, como hidrofobicidade e carga elétrica. A adeséao
inicial da bactéria € a etapa critica para o desenvolvimento do biofiime
(RAZATOS et al., 1998). Para o inicio da formacéo de um biofilme & necessario
que primeiro ocorra adsorcao de residuos organicos a superficie o que leva a
formacgao de um filme condicionante sobre o qual as bactérias iniciam a adesao
(SHENG et al., 2007).
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De acordo com Bernardes (2008), é importante entender como as
propriedades do substrato influenciam o processo de adesio bacteriana, para
ajudar a desenvolver alteragdes nas superficies de forma que a adesao seja
controlada.

As caracteristicas do substrato podem influenciar na taxa e na
extensdo da adesdo microbiana. De modo geral, superficies mais rugosas e
hidrofébicas sdo mais susceptiveis a formagao de biofilme, entretanto, qualquer
substrato colocado num ambiente fluido adquire uma pelicula ou revestimento
condicionante composto basicamente por material proteico presente no liquido.
Este revestimento ira conferir propriedades quimicas sobre a superficie do
substrato que pode mascarar totalmente as propriedades do proprio substrato
(DONLAN, 2001).

2.5. Hidrofobicidade

Segundo van Oss e Giese (1995), a hidrofobicidade é expressa como
energia hidrofébica de atragcdo e estabelece o grau de interagdo entre as
moléculas de um material imerso em agua. A hidrofobicidade é definida em
termos de energia livre de interagdo hidrofébica entre as moléculas das
superficies imersas em agua (AGsss'°'). Quando a energia livre global de
interacao hidrofébica entre as moléculas imersas em agua é atrativa, ou seja, o
valor de AGgss'©' € negativo, significa que as moléculas do sélido t&ém maior
afinidade entre si do que pela agua. Assim, uma superficie hidrofébica

apresenta valores de AGgs o'

negativos. Quando a energia livre global de
interacdo hidrofébica entre as moléculas de um sodlido imerso em agua é
suficientemente repulsiva, ou seja, o valor de AGg,s 7 & positivo, a superficie é
considerada hidrofilica.

Uma superficie que nao possui grupos polares ou idnicos ou locais de
ligagdo de hidrogénio, ndo tem afinidade pela agua é considerada hidrofébica.
Para que a adesao entre duas superficies ocorra em meio aquoso, € preciso
que o filme de agua que as separa seja removido e a hidrofobicidade contribui
para essa remogao (van LOOSDRECHT et al., 1990).

Existem varios métodos para determinar a hidrofobicidade como a

adesao microbiana a hidrocarbonetos, cromatografia de interagao hidrofébica,
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adesao a superficies hidrofobicas, agregacdo por adicdo de sais, particdo
hidrofébica num sistema aquoso bifasico e medida do angulo de contato. No
entanto, o unico método que permite determinar um valor quantitativo da
hidrofobicidade € a medida do angulo de contato, pois os demais fornecem
apenas um valor relativo para comparagdo entre micro-organismos ou
superficies (CHAVES, 2004).

2.5.1. Medida do angulo de contato

A determinagao da energia livre de interagdo hidrofobica da superficie
pode ser realizada pela medicdo do angulo de contato, que € um método
classico e que permite medir a interacdo entre uma superficie e um
determinado liquido. Para o uso desta técnica os solidos devem ser planos,
lisos e homogéneos. O angulo de contato (©) formado por uma gota de um
liguido sobre uma superficie solida (Figura 1) é o angulo entre um plano
tangente a uma gota e a superficie onde o liquido encontra-se depositado. Este
angulo permite avaliar a molhabilidade dessa superficie. Se o liquido for a

agua, o angulo formado sera relacionado a hidrofobicidade da superficie.

Yiv
d

& ’YSL

Figura 1- Angulo de contato (8) entre uma gota liquida e uma superficie plana
e horizontal. As tensdes interfaciais da superficie do sélido (yg), do

liquido em equilibrio com o vapor (y,, ) e superficie/liquido ( y4 ).

Qualitativamente, consideram-se a superficie hidrofilica quando o
angulo de contato formado com a agua obtiver valores inferiores a 65° e a
superficie sera hidrofébica quando o angulo de contato for superior a 65°
(VOGLER, 1998). Entretanto, outros autores como van Oss e Giese (1995),
consideram uma superficie hidrofilica quando os angulos de contato formados

30



pela agua sobre uma superficie sdo inferiores a 50°, para valores superiores

trata-se de uma superficie hidrofébica.

2.6. Modelos matematicos para descrever a cinética e a inativagao
microbiana

Os modelos preditivos podem ser definidos como equacdes
matematicas que descrevem o crescimento, sobrevivéncia, inativacdo ou
processo bioquimico de um dado micro-organismo, sob determinadas
condigcdes (McDONALD; SUN, 1999). Os dados obtidos experimentalmente e
ajustados por um modelo resultam em uma curva semilogaritmica de
sobreviventes.

Por muito tempo, a inativagcdo microbiana foi descrita como um modelo
cinético de primeira ordem ou modelo de Bigelow (Equacao 2) (MATOS, 2013).
Neste caso, assume-se que todos os micro-organismos sao idénticos e que,
quando expostos a uma condigdo adversa, a destruicdo ocorre de forma

exponencial.
N
log (N—:) = —kt (2)

em que N(f) é a populacdo de micro-organismos (UFC-mL™") no instante t
(tempo), Np é a populacdo inicial do micro-organismo (UFC-mL™"), e k é o
inverso do valor D (tempo para reduzir a populagdo de micro-organismos em
um ciclo logaritmico).

A representacdo grafica do logaritmo decimal de sobreviventes, em
relacdo ao tempo de exposicdo a uma condicido constante, pode resultar em
uma curva linearizada decrescente. A variagdo do numero de sobreviventes
com o tempo de exposi¢géo € fungdo do numero inicial de micro-organismos,

como descrito na Equacgao 3:
log(Nf) = Log (No) — (2,303/k)t 3)

em que Log (Nf) é o logaritmo decimal da populagdo sobrevivente, apés um

tempo (f) de exposic¢ao; Log (Ny) € logaritmo decimal da populagdo no tempo
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inicial (t=0); k é a constante de velocidade especifica de inativagao por unidade
de tempo (t).

Quando a microbiota € heterogénea ou com variagdes de resisténcia
dentro da mesma espécie, sao obtidas curvas de sobrevivéncia
semilogaritmicas curvilineas. Esses tipos de curvas sdo obtidos com mais
frequéncia do que curvas logaritmicas lineares, em que a inativagdo é
equivalente a cinética quimica de uma reagdo de primeira ordem
(HOLDSWORTH, 2004). De acordo com Pflug (1990), pode existir dentro de
uma mesma populacdo a presengca de grande numero de organismos com
resisténcia muito baixa e um pequeno numero de organismos muito
resistentes.

Quando a inativagdo microbiana ndo obedece a cinética de primeira
ordem, os métodos tradicionais para estimar o valor D, ndo sdo apropriados
para tratar cinéticas complexas nao lineares (PFLUG, 1990). No entanto, ha na
literatura varios modelos para descrever curvas de sobrevivéncia
semilogaritmicas nao lineares complexas e multifasicas com ombros e caudas
(ANTUNES, 2009).

O modelo classico de Weibull, descrito por Mafart et al. (2002),
Equacao 4, tem como vantagem a sua simplicidade matematica e a grande
flexibilidade. Este modelo assume que as células microbianas de uma

populacao apresentam diferentes resisténcias (ZIMMERMANN, 2012).

o9 (2 = (&) @

em que N(t) é a populagdo de micro-organismos (UFC-mL™") no instante t
(tempo), Ny é a populagao inicial do micro-organismo (UFC-mL™), p é o fator de
forma, e A (h'1) € o fator de localizagdo, sendo que os parametros ajustaveis
saop e A.

Quando p > 1, as curvas apresentam concavidades voltadas para baixo
(forma VIII, Figura 2). Isso indica que o tempo para inativar um mesmo numero
de micro-organismos diminui progressivamente. Quando p < 1, as curvas
apresentam concavidades para cima (forma VI, Figura 2) indicando que a
populagdo microbiana reduz rapidamente. Entretanto, a medida que o processo
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de destruicdo ocorre, uma cauda € formada, indicando que a populacao
residual é altamente resistente (PELEG, 2006; ARAGAO et al., 2007). Quando
p = 1, a curva de sobreviventes é linear (forma |, Figura 2), considerada como
cinética de primeira ordem.

Na Figura 2, estdo representados alguns exemplos de curvas de

inativacao.

A) B)
Fonte: Geeraerd et al. (2005).

Figura 2 - Exemplos de curvas de inativagdo comumente encontradas na
literatura: A) log-linear (A, forma [); log-linear + cauda (x, forma Il);
ombro+log linear+cauda (sigmoidal) ([, forma lll); ombro + log-
linear (o, forma IV). B) bifasica (4, forma V); céncava (x, forma VI);
ombro + bifasica (11, forma VII); convexa (o, forma VIII).

O modelo bifasico descrito por Cerf (1977) (Equagdo 5) assume a
existéncia de duas sub-populagdes, apresentando cada inativacéo
isoladamente, como sendo cinética de primeira ordem, das quais cada sub-

populacdo assume sua propria velocidade de inativagao Knmax.
log 10(N;) = log10(Np ) + log10(f.exp(— kimax1 ~ ) + (1 = f) - exp(—kmaxz - 1)) (D)
em que N(t) é a populagdo de micro-organismos (UFC-mL™") no instante t

(tempo), Ny é a populagao inicial do micro-organismo (UFC-mL™), fé a fragao
da populagdo sensivel ao tratamento, 7-f € a fragdo da populagdo que é
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considerada resistente ao tratamento, sendo Kmaxt (Min™") € Kmaxe (Min™') as
velocidades especificas de inativagao das duas populacdes, respectivamente.
Curvas de inativacdo bifasicas tém sido observadas em diferentes
trabalhos, entretanto, curvas bifasicas precedidas de um ombro (forma VII,
Figura 2), sdo mais incomuns e mais complexas (GEERAERD et al., 2005).
Para descrever estas curvas, Geeraerd et al. (2005) propuseram uma nova
estrutura de modelo (Equagao 6), combinando as caracteristicas dos modelos
propostos por Geeraerd et al. (2000) (forma IlI, Il e IV, Figura 2) com as

caracteristicas do modelo bifasico proposto por Cerf (1997) (forma V, Figura 2).

log10(N;) =
log10(N,) +
log10((f.exp(kmax1.t) +

efmax1 Sl

(1 —f).exp(—kmax2.t)). (1+(ekmax1 S D)o ) (6)

em que N() é a populacdo de micro-organismos (UFC-mL") no instante t
(tempo), Ny é a populacéo inicial do micro-organismo (UFC-mL™), f é a fracdo
da populagdo sensivel ao tratamento, 7-f € a fragdo da populagdo que é
considerada resistente ao tratamento, sendo Kmaxs (MiN”) € Kmaxe (Min™") as
velocidades especificas de inativagdo das duas populacdes, respectivamente e
S/ (min) representa o ombro.

A qualidade do ajuste dos dados experimentais aos modelos
matematicos € avaliada por meio de parametros estatisticos, sendo que os
mais comumente utilizados sdo o coeficiente de determinacédo (R?) e o erro
médio quadratico (EMQ). O coeficiente de determinacao indica a confiabilidade
de um modelo e descreve o ajuste do modelo em toda a extensdo da curva
(MATOS, 2013). O R? varia entre 0 e 1, assim, quanto mais préximo de 1,
melhor é a predicdo do modelo. O EMQ (Equagédo 7) é uma medida da
variabilidade residual, ou seja, descreve o quanto os valores preditos estao
proximos dos valores observados. Quanto mais proximo de zero é este indice,
melhor é o ajuste do modelo (MATOS, 2013).
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_y (predito—observado)?
= —

EMQ
em que n é o numero de observagdes e p € 0 numero de parametros a ser

estimado.

3. MATERIAIS E METODOS

As analises microbiolégicas foram realizadas no Laboratério de Higiene
e Microbiologia de Alimentos (LHMA) do Departamento de Tecnologia de
Alimentos da Universidade Federal de Vigosa, em Vigosa, MG.

As analises para determinar o espectro de ag¢do, a Concentragao
Minima Inibitéria (CMI), a Concentragdo Minima Bactericida (CMB) e o efeito
de concentragdes subinibitérias de Ag-NPs e de AgNO3; na adeséo microbiana
foram realizadas sobre as bactérias gram-positivas Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Enterococcus faecalis ATCC 51299 e Bacillus cereus estirpe G1,
isolado de tanque de resfriamento de leite (BARRETO, 2012) e sobre as
bactérias gram-negativas Escherichia coli ATCC 11229, Salmonella enterica
serovar Typhimurium ATCC 13076 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442.
As analises de microscopia eletronica de transmissdo e peroxidacdo de
lipideos foram realizadas sobre S. aureus e P. aeruginosa. As demais analises
como, efeito de agentes antioxidantes na inibicdo da atividade antimicrobiana
das Ag-NPs e do AgNOs;, liberagcdo de ions a partir das Ag-NPs e cinética de
inativagao, foram realizadas sobre P. aeruginosa.

As suspensodes de células vegetativas foram obtidas pela ativagao das
bactérias, mantidas a 4 °C em tubos de ensaio contendo agar Brain Heart
Infusion (BHI, Himédia®) inclinado, em caldo BHI (Himédia®) seguida de
incubacéao a 37 °C, por 18 h.

3.1. Sintese e revestimento das nanoparticulas de prata
As Ag-NPs foram obtidas pela redu¢ao do AgNO3 com citrato de sddio

(Ag-NPC), como descrito por Monteiro et al. (2009), com pequenas
modificagdes. Foram aquecidos 100 mL de 1 mM AgNO3; (Sigma-Aldrich, USA)
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em um baldo de trés-pescoco, acoplado em um condensador, e apds 2 min de
ebulicdo foram adicionados 10 mL de 36 mM citrato de sodio (Sigma-Aldrich,
USA). A solucéao foi mantida em ebulicdo até comecgar aparecer uma coloragao
amarelo-palido (~ 3,0 min). Entdo, a fonte de calor foi desligada e o baldo
permaneceu em contato com a malha de aquecimento por mais alguns minutos
(~ 2 min) até obtenc&do da cor amarela, indicando a formac&o das Ag-NPs. A
dispersdo foi entdo retirada da fonte de calor e resfriada em temperatura
ambiente.

As Ag-NPC foram revestidas com polivinilpirrolidona (PVP) (Sigma-
Aldrich, USA), peso molecular 55.000 e com carboximetilcelulose (CMC)
(GARCIA, 2011). A dispersao de Ag-NPC foi misturada com solugbes aquosas
de PVP 0,3% ou CMC 0,5%, na proporgéo de 1:1 (v/v), sendo denominadas
Ag-NPC-PVP ou Ag-NPC-CMC, respectivamente.

3.2. Determinacgao do espectro de agao

O espectro de acao antimicrobiana foi determinado pela técnica da
inibicdo da multiplicagcdo microbiana por difusdo em agar, de acordo com a
metodologia descrita pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2003), com modificagdes.

O agar Mieller-Hinton (Himedia®) foi preparado conforme as
instrugcdes do fabricante. Imediatamente apds a esterilizacdo a 121 °C, por 15
min, o meio foi resfriado em estufa entre 42 °C e 45 °C e 25 mL foram
distribuidos em placas de Petri, para garantir uma profundidade uniforme de,

aproximadamente, 4 mm.

3.2.1. Preparo do in6culo

As bactérias foram ativadas em caldo BHI e incubadas a 37 °C, por 18
h. Em seguida, as suspensdes bacterianas foram centrifugadas a 4000 x g por
5 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e as células lavadas por duas
vezes com solucdo salina 0,85% m/v. O in6culo foi preparado fazendo-se
suspensdo direta do pellet obtido, em solugcdao salina. A absorbancia foi

ajustada para 0,100 a 625 nm utilizando espectrofotometro (SP 22, Biospectro),
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disponivel no Laboratério de Microbiologia de Patégenos de Origem Alimentar
e Hidrica da Universidade Federal de Vigosa, o que corresponde ao padrao
McFarland 0,5, que contém, aproximadamente, 1,0 x 10® UFC-mL". Esta

suspensao foi utilizada para inocular as placas.
3.2.2. Inoculacao das placas e leitura dos resultados

Um swab de algodéo esterilizado foi imerso na suspensdo preparada
anteriormente até 15 min apds ajustar a turbidez. O swab foi girado varias
vezes e apertado firmemente contra a parede interna do tubo, acima do nivel
do liquido, para retirar o excesso de inoculo.

A superficie seca da placa de agar Miieller-Hinton foi inoculada
passando-se o swab em toda a superficie do agar. O procedimento foi repetido
outras duas vezes, girando a placa, aproximadamente, 60° cada vez, a fim de
assegurar a distribuigdo uniforme do in6culo. Como passo final, o swab foi
passado na margem da placa contendo o meio de cultura.

Pogos foram perfurados no agar utilizando-se moldes de plastico,
previamente cortados e autoclavados a 121 °C, por 15 min, de forma a
padronizar o diametro da perfuragdo em 5 mm. Foram inoculados 30 pL de
cada antimicrobiano, em cada poco. As placas foram mantidas sob refrigeracao
na temperatura entre 7 °C a 10 °C overnight para difusdo dos antimicrobianos
e, em seguida, incubadas a 37 °C, por 18 h. Apds este periodo os halos foram
medidos (em centimetros) com a placa de Petri invertida, utilizando-se uma
régua milimetrada. O experimento foi realizado em duplicata e com trés

repeticoes.

3.3. Determinagdo da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e Minima
Bactericida (CMB)

A CMI foi determinada pelo método da macrodiluigdo em tubos de
acordo com a norma CLSI, 2003. Foram feitas diluigdes seriadas de duas
vezes em caldo Muieller-Hinton em que a concentracdo variou de 0,098 ug-mL™’
a 50 pg'mL™ para as Ag-NPC sem revestimento e para o AgNO; e de 0,098
pg-mL'1 a25 pg-mL'1 para as Ag-NPC revestidas com polivinilpirrolidona (Ag-
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NPC-PVP) e revestidas com carboximetilcelulose (Ag-NPC-CMC). Os tubos
foram inoculados com, aproximadamente, 5,0 x 10° UFC-mL™" de cada bactéria
e incubados a 37 °C, por 18 h. Foram considerados tubos positivos, aqueles
que apresentarem turbidez visivel a olho nu e negativos os que néao
apresentaram turbidez visivel. A CMI foi a menor concentracdo do
antimicrobiano que inibiu a multiplicacdo microbiana.

Para confirmar se houve morte, efeito bactericida, ou inibicdo do
crescimento, efeito bacteriostatico, os tubos classificados como negativos
foram analisados. ApOs homogeneizagdo em vortex, todo o liquido foi
transferido para tubos falcon de 15 mL, previamente autoclavados. A amostra
foi centrifugada a 4000 x g por 5 min e o sobrenadante descartado. As células
foram lavadas por duas vezes com 10 mL de solugéo salina 0,85% m/v para
retirada do antimicrobiano. O pellet obtido foi ressuspendido em 100 pL de
solugdo salina e todo volume foi inoculado em placas de Petri contendo agar
padrdo para contagem (PCA) (Himédia®). As placas foram incubadas a 37 °C,
por 24 h. A CMB foi a menor concentragao que inibiu o crescimento microbiano

nas placas.

3.4. Determinacao da adesao microbiana

Para determinar o efeito de concentragcdes subinibitérias de Ag-NPC e
de AgNO3; na adeséao de bactérias gram-negativas e gram-positivas, 150 pL de
caldo Mieller-Hinton suplementado com doses subinibitérias de Ag-NPC ou de
AgNO3 foram inoculados com, aproximadamente, 5,0 x 10° UFC-mL™" de cada
suspensao de bactéria. O experimento foi realizado em placas de
microtitulacao de poliestireno de 96 pocgos. As placas foram incubadas a 37 °C,
por 48 h e apds este periodo o crescimento plancténico foi determinado pela
medida da densidade o6ptica a 600 nm (DOgpo) em leitora de microplacas
(Multiskan GO 1510, Thermo Scientific). Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e as células aderidas a superficie foram coradas com 150 yL de
0,1% (m/v) de cristal violeta durante 30 min. Em sequéncia, o cristal violeta foi
removido e a placa foi lavada trés vezes com agua. Apds secagem durante 20
min a 40 °C, foram adicionados 150 uL de 95% (v/v) de etanol em cada poc¢o.
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As células aderidas (sésseis) foram determinadas pela medida da absorbéancia
a 590 nm (VIANA, 2009).

3.5. Determinagao da hidrofobicidade

Cupons de poliestireno (20 mm x 20 mm) foram lavados empregando-
se agua e detergente liquido, enxaguados com agua destilada, seguidos de
imersdo em alcool etilico 95%, por 30 min, para remogdo de residuos de
gordura. Os cupons foram novamente rinsados com agua destilada, secos a
temperatura ambiente e esterilizados por radiagao ultra-violeta (UV), por 15 min
de cada lado. Apos este procedimento, os cupons foram condicionados pela
imersdo em 30 mL de caldo Mdeller-Hintonsem antimicrobiano e caldo Mdeller-
Hinton acrescido de 25 pg-mL™" de AGQNPC ou AgNOs, seguidos de incubac&o a
37 °C, por 48 h. Como controle, os cupons também foram condicionados com
agua. A determinacdo da hidrofobicidade (energia livre de interagéo
hidrofdbica) foi realizada pela medida do angulo de contato entre as superficies
de poliestireno pré-condicionadas e trés liquidos com diferentes polaridades
(dgua (Mili Q), formamida (LGC Bio, Brazil) e a-bromonaftaleno (MERCK,
Brazil)) utilizando goniébmetro (DAS 100, Kruss®, Alemanha) disponivel no
Laboratério de Higiene e Microbiologia de Alimentos da Universidade Federal
de Vigosa.

O angulo de contato formado por trés liquidos de polaridades diferentes
sobre a superficie foi determinado para se obter os trés componentes da
tensao interfacial das superficies. A equacao de Young-Good-Girifalco-Fowkes

(Equacao 8) relaciona o angulo de contato formado pelo liquido sobre uma

+

superficie sélida com os componentes da tensao interfacial do liquido (y,"", V",

V) e da superficie (Ys"", Vs eVYs).

(L+c0s0)y,™" =2y %™ + vl ) (8)

em que Y, '°" é a tenséo interfacial total do liquido; y, " é atensao interfacial
das forgas de interagdes de Lifshitz-van der Waals; Y, ¢ a tens&o interfacial do

componente aceptor de elétrons do componente acido-base e Yy, é atenséo

39



interfacial do componente doador de elétrons do componente acido-base e os
subscritos s e / indicam superficie e liquido, respectivamente.
Utilizando os valores contidos na Tabela 1 e aplicando-se a Equagao 8

para cada um dos liquidos usados obteve-se o seguinte sistema de equacgodes:

Vs =1L1(1+cosd,)® (9)
5,049,/75 +5,049,/y5 =36,4(1+ cosd,) —15,55(1+ Cosd, ) (10)
6,293,/72 +1510/y5 = 29(1+ cosf, ) — 20,806(1-+ COSF,) (11)

em que, 6z é o angulo de contato formado com a-bromonaftaleno, 64 é o angulo
de contato formado com a agua e 6t é o0 angulo de contato formado com a
formamida.

Na Tabela 1 estdo apresentados os componentes da tensao interfacial

de alguns liquidos, a 25 °C.

Tabela 1 - Componentes da tensao de interfacial de liquidos a 25 °C.

Tens3o interfacial ( mJ.m?)

Liquido

yi v v Yi
Di-iodometano 50,8 50,8 0,0 0,0
a-Bromonaftaleno 44 4 44 4 0,0 0,0
Agua 72,8 21,8 25,50 25,5
Glicerol 64,0 34,0 3,92 57,4
Formamida 58,0 39,0 2,28 39,6
Decano 23,8 23,8 0,0 0,0

Fonte: van der Mei et al. (1998).

Os trés componentes da tens&o interfacial da superficie, ys-", vs™ € Vs,
foram determinados pela resolucao das trés ultimas equacoes.
A energia livre global de interacdo hidrofobica (AGsss'©') entre as

moléculas da superficie (s) imersa em agua (a) € calculada pelo somatério das
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componentes apolar e polar da energia livre de interagdo, AGeas™"’ € AGgas =

respectivamente, conforme a Equacéao 12.

AGLT = AGLY + AGZ2 (12)

A componente apolar € determinada de acordo com a Equacgéo 13.

NG =—2(rs" —72") (13)

A componente polar é calculada de acordo com a Equacéao 14.

AGZ: =—4(\/7§7; yivs —rir —\/7§7;) (14)

Quanto maior o valor absoluto de AGgs O 'mais hidrofébica é a
superficie por apresentar valores negativos ou mais hidrofilica quando

apresenta valores positivos (van OSS; GIESE, 1995).

3.6. Microscopia eletronica de transmissao/espectroscopia de energia
dispersiva de raio-x (MET/EDS)

P. aeruginosa e S. aureus foram ativados em caldo BHI e incubados a
37 °C, por 18 h. A densidade 6ptica (DOg3p) foi ajustada para 0,4 a 630 nm (LIU
et al., 2004). Um mililitro da suspenséao bacteriana foi centrifugado a 4.000 x g,
por 10 min. O pellet resultante foi ressuspendido em 10 mL de caldo Miieller-
Hinton (controle) ou caldo Miieller-Hinton acrescido de 50 ug-mL™" de Ag-NPC
ou AgNOs;. Apos incubacao a 37 °C por 2 h, a suspensao foi centrifugada e as
células lavadas duas vezes em tampéo fosfato de sédio (PBS) 0,1 M, pH 7.2.
As células foram fixadas com glutaraldeido 2,5% em PBS 0,1 M, por 24 h.
Posteriormente, pos-fixadas em 1% (p/v) de tetradxido de ésmio (OsO4) emPBS
0,1 M, por 2 h em temperatura ambiente, lavadas uma vez no mesmo tampao
e desidratadas por meio de transferéncias sequenciais em uma série graduada
de solucbes de etanol. Sessdes finas das amostras foram cortadas com
ldaminas de diamante utilizando ultramicrdbmetro. Os cortes foram duplamente

corados com acetato de uranila e citrato de chumbo saturados e observados
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utilizando o microscépio eletrénico de transmissdo (TECNAI G2-20-FEI, 2006)
com detector de EDS, disponivel no Centro de Microscopia da Universidade

Federal de Minas Gerais.

3.7. Efeito de agentes antioxidantes na atividade antimicrobiana das
nanoparticulas de prata e do nitrato de prata

Para verificar se a geracdo de ERO esta envolvida na atividade
antimicrobiana da prata, 5,0 x 10° UFC-mL™" de P. aeruginosa foram inoculados
em caldo Miieller-Hinton acrescido de 25 pyg-mL™" de Ag-NPs ou AgNO; e em
caldo Muieller-Hinton acrescido de 25 pg'mL™" de Ag-NPs ou AgNOs e de 10
mM de acido ascorbico, L-cisteina ou tiossulfato de sédio. Foi feito o controle
com caldo Mudieller-Hinton sem adigdo de Ag-NPC ou AgNOs3 e caldo Mdieller-
Hinton acrescido de 10 mM de acido ascorbico, L-cisteina ou tiossulfato de
sodio. Apos incubagdo a 37 °C, por 24 h, a multiplicacdo microbiana foi
determinada pela leitura da densidade optica a 600 nm. O experimento foi
realizado em placas de microtitulagdo de poliestireno de 96 pogos, em trés

repeticoes.

3.8. Peroxidagao de lipideos

A analise de peroxidagao de lipideos foi realizada de acordo com
Becerra et al. (2006), com algumas adaptagdes. Amostras de 1 mL contendo
50 pg de Ag-NPC ou AgNOj; foram inoculadas com, aproximadamente, 1,0 x
108 UFC de P. aeruginosa ou S. aureus e incubadas a 37 °C, por 1 h. Em
seguida, foi adicionado 1 mL de 35% (p/v) de &acido tricloroacético. Apos 20
min, 1 mL de 0,5% (p/v) de acido tiobarbiturico foi adicionado e as amostras
aquecidas a 80 °C, por 30 min. As amostras foram resfriadas e centrifugadas a
4000 x g, por 5 min. A absorbancia foi determinada a 535 nm utilizando
espectrofotdmetro (SP 22, Biospectro). Foram feitos os controles com agua e
com 2,2’-azobios (2-methyl-propionamide) dihydrochloride (AAPH, Sigma-
Aldrich, USA), um gerador de ERO. Foi feita uma curva padrao de
malonaldeido obtido pela hidrélise do 1'1’3’3’- tetraetoxipropano (Sigma-
Aldrich, USA).
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3.9. Liberagao de ions Ag" a partir das nanoparticulas de prata

Para verificar liberagdo de ions Ag® a partir das Ag-NPC, 2,0 mL de
caldo Mtieller-Hinton inoculado com, aproximadamente, 1,0 x 10® UFC-mL™" de
células planctdnicas de P. aeruginosa foi introduzido em tubos de didlise (6000-
8000 MWCO, Cellu-Sep), que tiveram suas extremidades firmemente
amarradas com linha de nylon. Os tubos de dialise foram introduzidos em
frascos contendo 38 mL de 50 pug-mL” de Ag-NPC ou AgNO; ou agua
deionizada (controle). Os frascos foram incubados a 25 °C, por 6 h ou 24 h.
Apoés o periodo de incubagéo, as células foram removidas assepticamente do
tubo de dialise utilizando seringa com agulha e diluigcbes decimais apropriadas
foram realizadas em agua peptonada 0,1%. Aliquotas foram inoculadas por
espalhamento em superficie em placas de Petri contendo PCA. Apods
incubagédo a 37 °C, por 24 h, as coldnias foram enumeradas. Procedimento
semelhante foi realizado para certificar que as Ag-NPs nao atravessaram a
membrana de dialise. Neste caso, a suspensao de células dentro do tubo de
didlise foi substituida por agua deionizada. Apos 24 h, as amostras foram
retiradas de dentro do tubo de dialise e analisadas por espectroscopia UV-Vis e

espalhamento dindmico de luz (DLS).

3.10. Cinética de inativagao

Aproximadamente 1,0 x 107 UFC-mL™" de células planctdnicas de P.
aeruginosa, obtidas pela ativagdo em caldo BHI a 37 °C, por 18 h, foram
tratadas com 50 pg:mL" ou 12,5 pg'mL™" de Ag-NPC ou AgNOs; diluidos em
agua deionizada e incubados a 25 °C ou 37 °C, ou diluidos em caldo Mdeller-
Hinton e incubados a 37 °C. Em determinados intervalos de tempo, que variou
em cada tratamento, aliquotas foram retiradas e diluicdes decimais foram feitas
em agua peptonada 0,1% acrescida de 10 mM de tiossulfato de sédio, para
neutralizar a prata. Diluigbes decimais seriadas foram realizadas em &agua
peptonada 0,1% e diluicdes apropriadas foram inoculadas pela técnica de
espalhamento em superficie em placas de Petri contendo PCA. As placas

foram incubadas a 37 °C, por 24 h e o numero de colénias contadas.
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3.10.1. Ajuste dos modelos cinéticos

Os dados experimentais obtidos foram ajustados aos modelos cinéticos
utilizando o programa GlnaFiT, versédo 1.6 (GEERAERD et al., 2005). Os dados
foram ajustados aos seguintes modelos:

1) bifasico com ombro, Equagédo 6 (GEERAERD et al., 2005).
2) bifasico, Equacao 5 (Cerf, 1977).
3) Log linear com ombro (GEERAERD et al., 2000), Equagéao 15.

_ _ exp(Kmax-S)
N(t) B NO ' eXp( Kmax. t) " 1+(exp(Kmax-S)—1.exp(—Kkmax-t) (1 5)

em que N(t) é a populagdo de micro-organismos (UFC-mL™) no instante ¢
(tempo), N, é a populagao inicial do micro-organismo (UFC-mL™), Kpax(min™)
€ a velocidade especifica de inativagao e S (min) representa o ombro.

4) Log linear com ombro e cauda (Equagcao 16) proposto por Geeraerd et al.
(2000) (SUN, 2012).

logN = log {(10logNo — 10%09Nres), exp(—kdt)( exp(kqS) )

1+(exp(kgS)—1)exp(—kg4t)
1ologNres} (16)

em que N é a populagdo de micro-organismos (UFC-mL'1) no instante t
(tempo), No é a populagdo inicial do micro-organismo (UFC-mL™), Ns € a
populacdo residual, k (min™) é a velocidade especifica de inativagdo e S

(min) representa o ombro.

3.11. Analise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado com trés repeticbes. Uma vez verificada a significancia da
interacao pelo teste F da ANOVA, foi realizado o teste Tukey com 5% de
probabilidade para comparacdo de médias.

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software
Statistical Analysis System, (SAS®), versdo 9.1(Statistical Analysis System -
SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Atividade antimicrobiana de nanoparticulas de prata e do nitrato de
prata sobre bactérias gram-positivas e gram-negativas

4.1.1. Inibigao da multiplicagcao microbiana por difusdao em agar

Constatou-se por meio do teste da inibicdo da multiplicagdo microbiana
por difusdo em agar que tanto as Ag-NPC quanto o AgNOs3 apresentaram
amplo espectro de acao, o que demonstrou a atividade antimicrobiana sobre
as bactérias gram-positivas e gram-negativas. Nao houve diferenga (p > 0,05)
no didmetro do halo de inibicdo entre as bactérias gram-positivas e gram-

negativas tratadas com Ag-NPC ou com AgNOs; (Tabela 2).

Tabela 2 - Diametro médio (cm) do halo de inibicdo microbiana por agcao de
nanoparticulas de prata (Ag-NPC) e nitrato de prata (AgNOs)

Diametro do halo de inibigao (cm)

Bactérias Média* £ desvio padréo
Ag-NPC AgNO;
S. aureus 1,6+0,6 a 1,6+0,5a
B. cereus 1,4+05a 1,5+0,5a
E. faecalis 1,6+0,3a 1,4+0,2a
P. aeruginosa 22+0,3a 20+04a
E. coli 24+04a 21+0,7a
S. Typhimurium 22+04a 21+06a

*Média de trés repeticbes. Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna, ndo diferem
entre si, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

De acordo com Montanari et al. (2012), o tamanho do halo de inibigéo
pode ser influenciado pela capacidade de difusdo de cada antimicrobiano. O
método padronizado pela CLSI foi desenvolvido para andlise de agentes
antimicrobianos convencionais como antibioticos. Essas substancias sao, em
geral, hidrofilicas e difundem-se mais facilmente em &gar. Entretanto,

substancias volateis, viscosas, insoluveis em agua ou que possuem uma
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composi¢cao quimica complexa, como os Oleos essenciais, podem ter uma
difusdo comprometida (MONTANARI et al., 2012).

4.1.2. Concentragao Minima Inibitéria (CMI) e Minima Bactericida (CMB)

As Ag-NPC e o AgNO3 apresentaram maior efeito antimicrobiano sobre
as bactérias gram-negativas do que sobre as gram-positivas. A CMI das Ag-
NPC foi 50 pg-mL'1 e 6,25 pg-mL'1, sobre as bactérias gram-positivas e gram-
negativas, respectivamente (Tabela 3). Fayaz et al. (2009) também
encontraram menores valores de CMI de Ag-NPs sobre bactérias gram-
negativas em relagdo as gram-positivas. Para as bactérias gram-negativas E.
coli e Salmonella Typhi a CMI foi 30 pg-mL™" e 35 ug-mL’, respectivamente.
Para as bactérias gram-positivas S. aureus e Micrococcus luteus a CMI foi 80
pg-mL'1 e 65 pg-mL'1, respectivamente.

O AgNOs foi mais efetivo do que as Ag-NPC sobre as bactérias gram-
positivas, apresentando CIM de 25 ug-mL". Sobre as bactérias gram-
negativas, o AgNO; foi mais efetivo do que as Ag-NPC sobre P. aeruginosa
apresentando CIM de 3,125 pg-mL'1, entretanto apresentou a mesma CMI das
Ag-NPC sobre E. coli e S. Typhimurium (Tabela 3).

Tabela 3 - Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e Concentracdo Minima
Bactericida (CMB) de nanoparticulas de prata sintetizadas com
citrato de sédio (Ag-NPC) e nitrato de prata (AgNOs3) sobre
diferentes bactérias

CMI (ug-mL™) CMB (ug-mL™)
Bactérias
Ag-NPC AgNO3; Ag-NPC AgNO3
S. aureus 50 25 >50 >50
B. cereus 50 25 >50 >50
E. faecalis 50 25 >50 >50
P. aeruginosa 6,25 3,125 25 25
E. coli 6,25 6,25 25 25
S. Typhimurium 6,25 6,25 50 25

A concentracdo minima inibitéria foi definida como a menor concentragdo de Ag-NP ou AgNO;
que inibiu completamente o crescimento microbiano apés 18 h de incubagao, a 37 °C, em caldo
Miieller-Hinton.
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Outros autores também encontraram menores valores de CMI para o
AgNO3 em comparagao com Ag-NPs (XIU et al., 2011; RADZIG et al., 2013).
De acordo com Xiu et al. (2011), os ions Ag® apresentaram maior atividade
antimicrobiana em relagdo as Ag-NPs. De acordo com os autores a maior
biodisponibilidade e potencial de captacédo dos ions Ag® em comparagdo com
as Ag-NPs, pode explicar sua maior toxicidade.

A CMB das Ag-NPC e do AgNO3; sobre as bactérias gram-negativas foi
de 4 a 8 vezes maior que a CMI.Nao foi determinado a CMB das Ag-NPC e do
AgNOs3 sobre as bactérias gram-positivas, mesmo na maior concentragao
estudada, 50 pg'mL”, indicando que tanto as Ag-NPs quanto o AgNOs;
apresentaram somente efeito bacteriostatico sobre estas bactérias.

Em estudo realizado por Jain et al. (2009), também nao se determinou
a CMB sobre S. aureus, pois as Ag-NPs apresentaram somente efeito
bacteriostatico, mesmo na maior concentracdo testada (50 pug-mL™"). Egger et
al. (2009) reportaram que as bactérias gram-positivas também foram mais
tolerantes a prata em relagédo as bactérias gram-negativas com excegao de E.
faecalis que apresentou CMI e CMB similar as bactérias gram-negativas.

De acordo com varios autores, a menor eficiéncia das Ag-NPs e do
AgNO3 contra as bactérias gram-positivas em comparacdo com as gram-
negativas, pode ser associado a diferenca estrutural da parede celular entre
essas bactérias (FENG et al., 2000; KIM et al., 2007; SHRIVASTAVA et al.,
2007). Bactérias gram-negativas apresentam uma membrana externa,
composta de proteinas, lipopolissacarideos e fosfolopideos, seguida de uma
fina camada de peptideoglicano (~ 10 nm), enquanto as bactérias gram-
positivas possuem uma espessa camada de peptideoglica no (~ 20-80 nm) e
sao desprovidas da membrana externa.

Nao foi verificada a influéncia do potencial zeta ({) sobre a atividade
antimicrobiana das Ag-NPC, pois a CMI das Ag-NPC revestidas com PVP (C =
-21,9 £ 2,8 mV) ou revestidas com CMC (¢ = -58,8 + 6,9 mV) sobre as bactérias
gram-negativas (Tabela 4), foi igual a CMI das Ag-NPC sem revestimento (¢ =
-31,9 £ 8,6 mV) (Tabela 3).

A CMI das Ag-NPC-PVP e das Ag-NPC-CMC sobre as bactérias gram-
positivas, nao foi determinada, em fungao da baixa concentragdo de prata nas

amostras. Como foi demonstrado, a CMI das Ag-NPC sobre as bactérias gram-
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positivas é de 50 pg-mL'1 e a concentracdo maxima das Ag-NPC-PVP e das
Ag-NPC-CMC é de 25 ug-mL”", pois estas sdo diluidas (1:1 v/v) com as

solucdes de polimeros durante a etapa de revestimento.

Tabela 4 - Concentracdo minima inibitéria (CMI) e concentragdo minima
bactericida (CMB) de nanoparticulas de prata revestidas com
polivinilpirrolidona (Ag-NPC-PVP) e com carboximetilcelulose (Ag-

NPC-CMC)
CMI (ug-mL™) CMB (ug'mL™)
Bactérias
Ag-NPC-PVP  Ag-NPC-CMC Ag-NPC-PVP  Ag-NPC-CMC
S. aureus >25 >25 - -
B. cereus >25 >25 - -
E. faecalis >25 >25 - -
P. aeruginosa 6,25 6,25 >25 >25
E. coli 6,25 6,25 >25 >25
S. Typhimurium 6,25 6,25 >25 >25

De acordo com Morones et al. (2005), forcas eletrostaticas devem estar
envolvidas na interacdo das Ag-NPs com as bactérias. Em valores biolégicos
de pH, as bactérias apresentam maior densidade de carga negativa associado
a presencga de grupos carboxil e fosforil (LANGLEY; BEVERIDGE, 1999). Em
geral, o potencial  de bactérias varia de -10 mV a -90 mV (FLINT; BROOKS,
2007). Como a superficie celular fica em contato direto com o ambiente, os
grupos carregados podem interagir com os ions ou moléculas carregadas
presentes no meio externo. Sendo assim, os cations de metais podem tornar-
se eletrostaticamente atraidos e se ligarem na superficie das células (MULLEN
et al., 1989). Em estudo realizado por El Badawy et al. (2011), foi demonstrada
uma correlagao direta entre carga superficial de quatro diferentes Ag-NPs e a
atividade antimicrobiana. Esses autores avaliaram Ag-NPs sem revestimento
(C = -22 mV), revestidas com citrato (¢ = -38 mV), revestidas com
polivinilpirrolidona (PVP) (¢ = -10 mV) e revestidas com polietilenoimina (¢ =
+40 mV). As Ag-NPs revestidas com citrato (mais negativas) apresentaram
menor atividade antimicrobiana, enquanto as Ag-NPs revestidas com

polietilenoimina (positiva) apresentaram maior atividade antimicrobiana. O
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potencial { das Ag-NPs revestidas com citrato foi similar ao potencial ¢ da
bactéria (¢ = -37 mV), sendo assim, ha uma repulsédo entre essas Ag-NPs e a
bactéria, o que cria uma barreira eletrostatica e limita a interagao particula-
bactéria e diminui a atividade antimicrobiana. A medida que o potencial
tornou-se menos negativo, -22 mV para as Ag-NPs sem estabilizante e -10 mV
para as Ag-NPs revestidas com PVP, a barreira eletrostatica diminuiu e a
atividade antimicrobiana aumentou gradualmente. A interacdo tornou-se
atrativa quando se utilizou Ag-NPs com potencia  positivo, pois permitiu maior
grau de interagdo e maior atividade antimicrobiana (El BADAWY et al., 2011).
De acordo com Sondi e Salopek-Sondi (2004), o mecanismo de
interacdo das Ag-NPs carregadas negativamente com os constituintes da
membrana ainda nao esta compreendido. Normalmente, o potencial { das Ag-
NPs é determinado em agua e ndo no meio em que as analises microbioldgicas
sdo realmente feitas. De acordo com Reidy et al. (2013), & importante
caracterizar as Ag-NPs no meio em que os experimentos sao realizados e nao
apenas em agua. E provavel que o meio de cultura altere as propriedades

fisico-quimicas das Ag-NPs.

4.1.3. Efeito de concentragdes subinibitérias de nanoparticulas de prata e
de nitrato de prata na adesao microbiana

A adeséao das bactérias na superficie de poliestireno foi estimada pelo
calculo da taxa entre a absorbancia do cristal violeta (ACV) e da densidade
optica das células (DOC). A adesdo das bactérias gram-negativas cultivadas
em concentragdes subinibitérias de Ag-NPC ou AgNO; esta representada na
Figura 3. Concentragcdes subinibitorias de AgNO3 nao alterou (p > 0,05) a
adesao das bactérias gram-negativas P. aeruginosa, E. coli e S. Typhimurium.
As Ag-NPC também nao afetaram a adesdo de E. coli e S. Typhimurium,
entretanto, diminuiu (p < 0,05) a adesado de P. aeruginosa em relacdo ao

controle.
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Figura 3 - Taxa entre a absorbancia do cristal violeta (ACV) e da densidade
Optica das células (DOC) de Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli e Salmonella Typhimurium tratadas com concentracbes
subinibitérias de nanoparticulas de prata (barra preta) ou nitrato de
prata (barra cinza). A barra branca representa o controle (células
nao tratadas). As bactérias foram cultivadas em caldo Miiller-
Hinton, por 48 h.
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Algumas substéncias antimicrobianas, como o acido hipocloroso, afeta
a formacao de biofilme por interferir na comunicagao célula a célula (quorum
sensing) (BORCHARDT et al., 2001). A interferéncia nessas moléculas
sinalizadoras pode proporcionar um novo mecanismo para controle de biofilme.
As bactérias gram-positivas S. aureus, B. cereus e E. faecalis, tratadas
com doses subinibitérias de Ag-NPC ou de AgNOs3,apresentaram maior adeséo

do que as células nao tratadas (controle) (Figura 4).
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Figura 4 - Taxa entre a absorbancia do cristal violeta (ACV) e da densidade
Optica das células (DOC) de Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus e Enterococcus faecalis tratadas com concentragdes
subinibitérias de nanoparticulas de prata (barra preta) ou nitrato de
prata (barra cinza). A barra branca representa o controle (células
nao tratadas). As bactérias foram cultivadas em caldo Miiller-
Hinton, por 48 h.
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Estudos tém mostrado que concentragdes subinibitorias de agentes
antimicrobianos podem diminuir (WOJNICZ; TICHACZEK-GOSKA, 2013;
PIMENTEL-FILHO et al., 2014) ou aumentar (HOFFMAN et al., 2005; AHMED
et al., 2009; NUCLEO et al., 2009; KAPLAN et al., 2011) a formacado de
biofilme, dependendo da estirpe e do agente antimicrobiano utilizados.

De acordo Xiu et al. (2012), E. coli apresentou maior viabilidade celular
quando tratada com doses subletais de Ag-NPs ou AgNO3; em comparagao
com o controle. Eles sugeriram que o efeito hormético pode ter sido
desencadeado pela presenca desses antimicrobianos em baixas doses. De
acordo com esses autores doses subletais podem aumentar a aptiddo das
bactérias e dificultar aplicagbes antimicrobianas. A presenca de produtos
téxicos em baixas doses pode ativar mecanismos de reparo nas células contra
os seus efeitos (XIU et al., 2012). A maior formagéao de biofilme pelas bactérias
gram-positivas na presenca das Ag-NPC e do AgNO; pode indicar um
mecanismo de defesa ou de resisténcia. Sabe-se que na forma de biofilme, as
bactérias se tornam mais resistentes a agédo de sanitizantes fisicos e quimicos.
De acordo com Lemon et al. (2008), os biofilmes podem proteger as bactérias
de algumas condigcdes ambientais adversas, como antibidticos e o sistema
imune humano.

Maior formacdao de biofilmes ocorreu, em relagcdo ao controle, em
bactérias tratadas com doses subletais de antibidticos. Tem sido relatado que
as bactérias respondem de forma especifica e defensiva para doses subletais
de antimicrobianos (HOFFMAN et al., 2005). Esses autores mostraram que
concentragcdes subinibitérias de aminoglicosideos induziram a formacgao de
biofiilme em P. aeruginosa e E. coli, por interferir em genes relacionados com
apéndices celulares como pili e flagelo, que facilitam a formacgédo de biofilme.
De acordo com Rachid et al. (2000), doses subletais dos antibidticos
tetraciclina e quinupristin-dalfopristin aumentaram a formacao de biofilme por
Staphylococcus epidermidis, pois induziram a expressao do gene ica, levando
a maior produgcao de um polissacarideo crucial para a formacao de biofilme por

esta bactéria.
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4.1.3.1. Analise da energia livre global de interagdo hidrofébica (AGsas ')

Sabe-se que um dos fatores que interfere na adesdo microbiana é a
hidrofobicidade da superficie de contato. De modo geral, superficies mais
hidrofobicas sdo mais susceptiveis a formacédo de biofilme (DONLAN, 2001).
Para verificar a influéncia das Ag-NPC e do AgNOs; na hidrofobicidade da
superficie, cupons de poliestireno foram condicionados com Ag-NPC ou com
AgNOs3, e a hidrofobicidade determinada pela medida do angulo de contato.

Os valores dos angulos de contato entre a agua, a formamida e a-
bromonaftaleno e as superficies de poliestireno condicionadas com agua, com
caldo Mueller-Hinton e com caldo Mtieller-Hinton adicionado de 25 pg-mL™" de

Ag-NPC ou AgNOs, estao descritos na Tabela 5.

Tabela 5 - Valores médios e desvio padrdo dos angulos de contato
determinados com agua (8,), formamida (6g) e a-bromonaftaleno
(B) sobre superficies de poliestireno condicionadas com agua e
com caldo Mtieller-Hinton (MH) adicionado ou n&o de 25 pg-mL"™
de Ag-NPC ou AgNOs;

Superficies N O 0s
Poliestireno + agua 90,0+ 12,6 68,6 + 2,1 21,1+0,7
Poliestireno + caldo MH 16,4+44 26,3+2,0 51,56+2,3
Poliestireno+caldo MH+Ag-NPC 16,3+ 5,7 228+1,3 511+20
Poliestireno+caldo MH + AgNO; 12,7+ 0,9 23,0+ 3,6 52,6 + 3,1

*Médias de trés repeticdes.

Na Tabela 6 encontram-se os valores da energia livre global de

TOT

interacao hidrofébica (AGsas ~ ), que permitem quantificar a hidrofobicidade da

superficie.
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Tabela 6 - Valores médios dos componentes apolar (AGsas™""), polar (AGsas ") €
da energia livre de interacdo hidrofébica (AGsas'©') das superficies
de poliestireno condicionadas com agua e com caldo Mieller-Hinton
(MH) adicionado ou n3o de 25 pg-mL™" de Ag-NPC ou AgNOs.

LW AB TOT

Superficies AGggs AGgys AGgzs
Poliestireno +agua -44.13 -6,27 -50,41b
Poliestireno + caldo MH -1,10 35,20 34,10 a
Poliestireno+ caldo MH + Ag-NPC -1,14 31,84 30,70 a
Poliestireno+caldo MH + AgNQO; -1,15 34,70 33,55a

Média seguida da mesma letra na coluna ndo difere entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

A superficie de poliestireno condicionada com agua foi hidrofébica
AGsss O' < 0, entretanto, as demais superficies de poliestireno condicionadas
em caldo Muieller-Hinton foram hidrofilicas AGsas'©' > 0 (Tabela 6). Ndo houve
diferenga (p > 0,05) na hidrofobicidade das superficies condicionadas com
caldo Mieller-Hinton adicionadas ou nao de Ag-NPC ou AgNOs, ou seja, as
Ag-NPC e o AgNO; nado contribuiram para diminuir a hidrofobicidade da
superficie de poliestireno, além do caldo Mdieller-Hinton apenas.

O condicionamento dos cupons de poliestireno com caldo Mideller-
Hinton fez com que a superficie passasse de hidrofébica para hidrofilica,
provavelmente, devido a adsorcao de proteinas presentes no caldo. Em estudo
realizado por Bernardes et al. (2012), cupons de acgo inoxidavel também
passaram de hidrofébico para hidrofilico apés condicionamento com leite UHT,
achocolatado e formulacdo infantil. De acordo com esses autores, essa
mudanca foi provocada pelos constituintes do produto, principalmente
componentes anfifilicos, como proteinas e acidos graxos.

A maior adesdo das bactérias gram-positivas na presengca de
concentragdes subinibitérias de Ag-NPC ou de AgNO3; em comparagdo com o
controle (caldo Mieller-Hinton), nao esta relacionada com a hidrofobicidade da
superficie. A presenca desses antimicrobianos em concentragdes subinibitorias
pode ter ativado algum mecanismo celular relacionado com a adesédo e

formacao de biofilme, em resposta ao estresse.
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4.2. Modo de agao das nanoparticulas de prata e do nitrato de prata sobre
células microbianas

4.2.1. Microscopia eletrénica de transmissao/espectroscopia de energia
dispersiva de raio-x (MET/EDS)

Como pode ser visto na Figura 5a, nas células de P. aeruginosa sem
tratamento (controle), o material citoplasmatico é distribuido de forma
homogénea, ndo apresentando condensagao de material no centro da célula
como observado nas células tratadas com Ag-NPC e com AgNOs.

Pode-se observar na Figura 5b, que as células de P. aeruginosa foram
severamente afetadas pelas Ag-NPC. Houve uma intensa condensacgéo de
material citoplasmatico no centro das células e formagao de uma regiao clara.
Os resultados sdo semelhantes aos obtidos por Feng et al. (2000), que
avaliaram o efeito antimicrobiano de AgNO3; sobre E. coli e S. aureus.
Entretanto, estas modificagcdes celulares ndo foram observadas por Morones et
al. (2005), utilizando Ag-NPs.

Os danos causados pelo AgNOj; (Figura 5c) foram semelhantes aos
causados pelas Ag-NPC, com condensagdao de material citoplasmatico no
centro da bactéria e formagéo da regido clara. Entretanto, houve a formacgao de
varios pontos negros, o que foi menos evidente nas células tratadas com Ag-
NPC. Feng et al. (2000) também observaram a formacdo desses pontos
negros, denominados de “granulos eletrodensos” nas células tratadas com
AgNO:s.

A Figura 6 representa o espectro de EDS da célula de P. aeruginosa
sem tratamento (controle) (Figura 5a). Detectou-se, principalmente, carbono e
oxigénio. Os outros elementos detectados como chumbo, ésmio e uranio sao

provenientes das etapas de preparo da amostra e o cobre da grid utilizada.
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Figura 5 - Células plancténicas de Pseudomonas aeruginosa observadas por
microscopia eletrébnica de transmissdo: (a) controle, (b) células
tratadas com 50 pg-mL™" de nanoparticulas de prata e c) células
tratadas com 50 pg-mL'1 de nitrato de prata.
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Figura 6 - Espectro de EDS da Figura 5a, células de Pseudomonas aeruginosa
em caldo Miiller-Hinton (controle).
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A Figura 7 representa o espectro de EDS da regido de condensacgéo,
ponto 1 da Figura 5b. Esta analise revelou a presenca de prata, enxofre,
fésforo e potassio no aglomerado no centro da bactéria, além de alguns
elementos detectados no controle. Esse resultado mostra uma forte interagao
da prata com elementos que contém enxofre e fésforo, como proteinas e DNA,

por exemplo.

0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0 35
Energy (KeV)

Figura 7 - Espectro EDS da regido de condensacgao, ponto 1 da Figura 5b,
Pseudomonas aeruginosa tratada com nanoparticulas de prata.

No espectro de EDS da regido clara (Figura 8), realizado no ponto 2 da
Figura 5b, detectou-se apenas carbono e oxigénio.

De acordo com Yamanaka et al. (2005) ions Ag® foram detectados no
interior de E. coli ap6s 30 min de contato. Eles verificaram que a prata era, em
alguns casos, detectada associada com enxofre no interior da bactéria.

Os danos causados em P. aeruginosa pelo AgNO; foram semelhantes
aos danos causados pelas Ag-NPC. Na célula tratada com AgNO; (Figura 5c)
também formou a regido de condensagdo, ponto 1. Esta regido apresentou
constituicdo semelhante a regido de condensagao formada nas células tratadas
com Ag-NPC, apresentando prata, enxofre, foésforo, potassio, carbono e

oxigénio (Figura 9).
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Figura 8 - Espectro EDS da regido clara, ponto 2 da Figura 5b, Pseudomonas
aeruginosa tratada com nanoparticulas de prata.

0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
Energy (KeV)

Figura 9 - Espectro EDS do ponto 1 da Figura 5c, Pseudomonas aeruginosa
tratada com nitrato de prata.

58



No espectro de EDS da regi&o clara (Figura 10), realizado no ponto 2

da Figura 5c, também detectou-se apenas carbono e oxigénio.

C

Cu

0,5 1,0 1,5 2,0 25 30 35
Energy (KeV)

Figura 10 - Espectro EDS do ponto 2 da Figura 5c, Pseudomonas aeruginosa
tratada com nitrato de prata.

O espectro de EDS realizado sobre o “granulo eletrodenso”, ponto 3 da
Figura 5c, esta representado na Figura 11. Pode-se observar que esse ponto

negro também é constituido principalmente por prata, enxofre e fosforo.
c
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Figura 11 - Espectro EDS do ponto 3 da Figura 5c. Pseudomonas aeruginosa
tratada com nitrato de prata.
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O enxofre e o fosforo ndo foram detectados na célula controle,
provavelmente, devido a distribuigdo homogénea desses elementos na célula
nao tratada. Sendo assim, a concentracdo desses elementos pode ter ficado
abaixo do limite de detecgao.

A Figura 12a representa o controle de S. aureus. As Figuras 12b e 12c,

representam as células de S. aureus tratadas com Ag-NPC e AgNOs;,

respectivamente.

a)

Figura 12 - Células planctbnicas de Staphylococcus aureus observadas por
microscopia eletronica de transmisséo: (a) controle; (b) células
tratadas com 50 pg'mL™ de nanoparticulas de prata; c) células
tratadas com 50 pug-mL™" de nitrato de prata.

60



Os danos causados em S. aureus pelas Ag-NPC e pelo AgNO3; foram
semelhantes aos danos observados em P. aeruginosa, entretanto, de forma
mais branda. A condensagao do material citoplasmatico foi menos intensa em
relacdo a P. aeruginosa. Esses resultados foram semelhantes aos observados
por Feng et al. (2000) utilizando AgNOs3. De acordo com esses autores, 0s
danos provocados pelo AgNO3; em S. aureus, uma bactéria gram-positiva, foi
mais brando em relagcdo aos danos observados em E. coli, uma bactéria gram-
negativa.

A Figura 13 representa o espectro de EDS da célula de S. aureus sem
tratamento (controle). No controle, o material citoplasmatico esta distribuido de
forma homogénea, ou seja, ndo ha formagao da regido de condensagao. Assim
como em P. aeruginosa, a auséncia de enxofre e fosforo no espectro de EDS
foi causada, provavelmente, pela distribuicdo homogénea desses elementos,
ficando abaixo do limite de detecc¢ao.

c
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Energy (KeV)

Figura 13 - Espectro EDS do ponto 1 da Figura 12a, Staphylococcus aureus em
caldo Miiller-Hinton (controle).

A prata também foi detectada na regido de condensacéao, ponto 1 da
Figura 12b, além de enxofre, fésforo, oxigénio, carbono e nitrogénio (Figura
14).
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Figura 14 - Espectro EDS do ponto 1 da Figura 12b, célula de Staphylococcus
aureus tratada com nanoparticulas de prata.

O espectro de EDS realizado no ponto 2 da Figura 12b esta

representado na Figura 15.

Cc
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Energy (KeV)

Figura 15 - Espectro EDS do ponto 2 da Figura 12b, célula de
Staphylococcus aureus tratada com nanoparticulas de prata.
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Os resultados obtidos por MET/EDS confirmam os relatos da literatura
de que um dos principais mecanismos de acado da prata € por interacdo com

componentes contendo enxofre e fosforo, como proteinas e DNA, por exemplo.

4.2.2. Efeito de agentes antioxidantes sobre a atividade bactericida das
nanoparticulas de prata e do nitrato de prata

Os resultados sugerem que ERO podem estar envolvidas na atividade
antimicrobiana das Ag-NPs e do AgNOs. Pode-se observar na Figura 16, que
10 mM de acido ascorbico, tiossulfato de sddio ou L-cisteina inibiram o efeito
bactericida das Ag-NPs e do AgNOs3, protegendo P. aeruginosa. Nos pogos
suplementados com 25 pg'mL™ de Ag-NPC ou AgNO; houve uma completa
inibicdo do crescimento microbiano, entretanto, nos pogos suplementados com
25 pug-mL™" de Ag-NPC ou AgNO; adicionados de 10 mM de acido ascérbico,
tiossulfato de soédio ou L-cisteina, houve restauracdo do crescimento
microbiano. Como pode ser visto, o crescimento microbiano nao foi afetado

pelos antioxidantes utilizados sozinhos.
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Figura 16 - Efeito inibidor do acido ascérbico (AA), tiossulfato de sédio (TS) e L-
cisteina (CS) na atividade bactericida de 25 pg-mL" de
nanoparticulas de prata (Ag-NPC) ou nitrato de prata (AgNO3)
sobre P. aeruginosa.
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O efeito antimicrobiano da prata pode estar relacionado com a
formacgao de radicais livres (KIM et al., 2007). Esses radicais, gerados de forma
descontrolada, podem oxidar componentes celulares como tidis, proteinas e
principalmente, acidos graxos poliinsaturados (LIMA; ABDALLA, 2001).

Kora et al. (2011) utilizaram antioxidantes como n-acetil-cisteina e
acido ascobico para investigar o envolvimento de ERO na atividade
antimicrobiana de Ag-NPs. Os autores observaram que os antioxidantes
protegeram as bactérias contra a atividade antimicrobiana das Ag-NPs. Nas
placas controle, houve crescimento microbiano, enquanto nas placas
suplementadas com 4 pg-mL™" de Ag-NPs, o crescimento microbiano foi inibido.
Ja nas placas adicionadas de 4 pg-mL”" de Ag-NPs juntamente com n-acetil-
cisteina ou acido ascorbico na concentracdo de 10 mM, houve restauragao do
crescimento microbiano. De acordo com os autores, o acido ascorbico foi
capaz de proteger as células completamente do efeito toxico gerado pelas Ag-
NPs, pois houve 100% de sobrevivéncia nas placas adicionadas de &cido
ascorbico e 4 pg'mL™" de Ag-NPs. No entanto, nas placas adicionadas de n-
acetil-cisteina houve crescimento de apenas 73% das bactérias. Esses autores
especularam que ERO podem ser geradas a partir da superficie das Ag-NPs;
podendo interagir com a parede e a membrana celular, danificar a membrana
celular, aumentar a sua permeabilidade e liberar constituintes intracelulares
devido ao rompimento celular.

A possibilidade do envolvimento de radicais livres na atividade
antimicrobiana das Ag-NPs foi verificada utilizando espectroscopia de
ressonancia de spin eletrénico (ESR) por Kim et al. (2007). A formacgao de
picos caracteristicos indicou a geracao de radicais livres pelas Ag-NPs. Para
determinar a relacdo entre os radicais livres formados e a atividade
antimicrobiana das Ag-NPs, os autores usaram o antioxidante n-acetil-cisteina
para testar sua influéncia na atividade antimicrobiana das Ag-NPs. Os autores
observaram que o n-acetil-cisteina inibiu o efeito antimicrobiano das Ag-NPs.
Com base nos resultados obtidos por ESR e pelo uso do antioxidante, os
autores também sugeriram a formagao de radicais livres pelas Ag-NPs e seu
envolvimento na atividade antimicrobiana das Ag-NPs.

Em estudo realizado por Kim et al. (2011), foi identificada a formacéao

de ERO a partir das Ag-NPs utilizando di-acetato 2’,7’- diclorofluoresceina
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(DCFH-DA). Os autores detectaram um aumento significativo de ERO nas
culturas de S. aureus e E. coli tratadas com Ag-NPs, sendo que o mesmo néo
foi verificado no controle. Além disso, o efeito bactericida das Ag-NPs foi inibido
por 10 mM de acido ascérbico ou n-acetil-cisteina, sugerindo que as ERO
geradas a partir da superficie das Ag-NPs s&o responsaveis pela inibigdo do
crescimento microbiano.

De acordo com Damm et al. (2007), a prata atua de forma complexa
sobre os micro-organismos possuindo diversos mecanismos de ag¢ao. Neste
caso, a atividade antimicrobiana da prata ndo poderia ser totalmente inibida
pelos agentes antioxidantes, como aconteceu, pois a prata poderia ter exercido
seu efeito antimicrobiano por outros mecanismos. As hipoteses propostas sao:
1) os diversos mecanismos de agao propostos sdo desencadeados pelas ERO
geradas pela prata, e uma vez que essas ERO s&o estabilizadas por agentes
antioxidantes a prata perde seu efeito antimicrobiano; 2) esses antioxidantes
inibiram a atividade antimicrobiana da prata por complexagao, e nao por inibir
ERO.

4.2.3. Peroxidagao de lipideos

Lipideos presentes na membrana celular podem ser atacados por
ERO, levando a peroxidacao de lipideos e esse processo € normalmente
associado ao estresse oxidativo (LYON; ALVAREZ, 2008).

Pode-se observar na Figura 17, que a concentracdo de malonaldeido,
um produto da peroxidagdo de lipideos, nas células de P. aeruginosa e S.
aureus tratadas com Ag-NPC e com AgNOs; ndo diferiu (p > 0,05) das células
tratadas com agua, entretanto, diferiu das células tratadas com AAPH, um
gerador de ERO. Isso indica que a peroxidagao de lipideos nao esta envolvida

na atividade antimicrobiana das Ag-NPC e do AgNO:s.
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Figura17 - Concentracdo de malonaldeido (MDA) (uM), apds exposicdo de 10°
UFC de Pseudomonas aeruginosa (barra preta) e Staphylococcus
aureus (barra cinza) a 50 ug-mL™" de nanoparticulas de prata (Ag-
NPC), 50 pg-mL™ nitrato de prata (AgNOs), agua ou 50 mM de
AAPH, por 1 h.

Pesquisadores tém reportado que a peroxidacdo de lipideos esta
envolvida na atividade antimicrobiana de algumas substancias. Montanari et al.
(2012) determinaram um aumento na concentragdo de malonaldeido em
células de E. coli, S. aureus e B. cereus, tratadas com Oleo essencial,
sinalizando um processo de peroxidagao de lipideos. De acordo com Maness
et al. (1999) diéxido de titdnio (TiO) irradiado com luz UV, provocou
peroxidacao de lipideos em células de E. coli.

Nao se encontrou na literatura relatos sobre o efeito das Ag-NPs e do
AgNOs3 na peroxidagao lipidica em membranas bacterianas. No entanto, ha
varios relatos de que a peroxidagao de lipideos esta envolvida na toxicidade
das Ag-NPs sobre outros tipos de células como células humanas (SONG et al.,
2012) e de peixes (WU; ZHOU, 2013 ).

4.2.4. Liberagdo de ions Ag’ pelas nanoparticulas de prata

O numero de células sobreviventes (logio UFC-mL™") no interior dos

tubos de dialise apds 6 h e 24 h de imersdo em 50 pyg-mL™" de Ag-NPC ou 50
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ug.mL" de AgNO; foi igual (p > 0,05) (Figura 18), mas diferiu do controle
(dgua). Houve uma reducédo de, aproximadamente, 2,5 ciclos log no numero de
células dentro dos tubos de dialise apds 6 h de imersédo. As Ag-NPC né&o foram
detectadas dentro do tubo de dialise por UV-Vis nem por DLS, garantindo que
as nanoparticulas ndo atravessaram a membrana de dialise. Esse resultado
indica que as Ag-NPC liberaram ions Ag" que atravessaram a membrana e
exerceram sua atividade antimicrobiana. Entretanto, o numero de células
dentro do tubo de dialise aumentou apds 24 h de imersado, atingindo uma
contagem de, aproximadamente, 6,1 logio UFC-mL™". Provavelmente, os ions
Ag® inativaram as células que estavam mais proximas da membrana,
ocorrendo uma redugao de 2,5 ciclos log nas primeiras 6 h. As células que
estavam no centro do tubo de dialise se multiplicaram aumentando a contagem
apoés 24 h.

Nos tubos de dialise imersos em agua (controle), o numero de células
aumentou em torno 0,8 ciclos log apdés 6 h e 2,5 ciclos log apos 24 h de

imers&o atingindo uma contagem de aproximadamente, 8,5 logo UFC-mL™,

Log UFC.mL ™’

Contagem inicial ~ Ag-NPC AgNO3 Agua

Figura 18 - Numero de sobreviventes (logio UFC-mL™) de P. aeruginosa dentro
do tubo de dialise apds 6 h (barra preta) e apds 24 h (barra cinza)
de tratamento com 50 pg'mL" de nanoparticulas de prata (Ag-
NPC) ou nitrato de prata (AgNO3) ou agua (controle). A barra
branca representa a contagem inicial de células.
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4.3. Cinética de inativacao de células planctonicas de P. aeruginosa
tratadas com nanoparticulas de prata ou com nitrato de prata sob
diferentes condig¢oes

4.3.1. Em agua deionizada a 25 °C

As curvas de inativagdo apresentadas na Figura 19 foram construidas
pelo ajuste dos dados de sobreviventes ao modelo da Equacgao (6), bifasico
com presenca de ombro (GEERAERD et al., 2005).

As curvas de inativacdo sao nao lineares, observando-se duas fragdes
de sobreviventes, uma mais sensivel e outra mais resistente, com suas
proprias taxas de inativagdo. A populacdo sensivel apresentou um declinio
rapido enquanto que para a subpopulagdo mais resistente o declinio foi mais
lento, promovendo a formacgéao da cauda.

Como pode ser observado na Figura 19, houve a formacdo de um
ombro (fase lag) antes da inativagdo. De acordo com Mossel et al. (1995), a
presenca de ombro em uma curva de inativagdo pode ser explicada pela
presenca de grumos ou aglomerados de células, pois cada aglomerado sera
responsavel pela formagao de uma unica colénia no meio de cultura sdlido.
Sendo assim, o comprimento do ombro coincide com o tempo antes de todos,
menos um organismo de tal grumo esteja morto. Além disso, o ombro
representa um periodo o qual os micro-organismos sdo capazes de re-
sintetizar um componente vital e a morte sé ocorre apenas quando a taxa de
destruigdo supera a taxa de sintese (MOSSEL et al., 1995)

A formagao do ombro foi mais evidente nas curvas realizadas com Ag-
NPC, indicando que elas precisaram de um tempo para comecar a agir.

Como pode ser observado na Tabela 7, 99,67%, 99,80%, 99,85% e
99,98% da populagao inicial de P. aeruginosa foram sensiveis para Ag-NPC
12,5 ug-mL™", AgNO3; 12,5 pg-mL™", Ag-NPC 50 ug-mL™" e AgNO3 50 pg-mL™,
respectivamente. Pode-se observar que a fracdo de bactérias sensiveis ao
AgNO3 é maior que a fragdo de bactérias sensiveis as Ag-NPC e que a fragao
de bactérias sensiveis aumenta com o aumento da concentracdo de Ag-NPC
ou AgNO:s.
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Figura 19 - Curvas de sobrevivéncia de células plancténicas de Pseudomonas
aeruginosa tratadas com: a) 12,5 pug-mL" de nanoparticulas de
prata; b) 12,5 ug-mL™" de AgNOs; ¢) 50 ug-mL™" de nanoparticulas
de prata; d) 50 ug'-mL™" de AgNO3; em agua deionizada a 25 °C.

O tempo necessario para reduzir 4 ciclos log da populagao inicial de P.
aeruginosa diminuiu com o aumento da concentragao (Tabela 7), mas de forma
nao proporcional. A diminuicdo do tempo de inativagdo com o aumento da
concentracdo pode ser explicado pelo aumento da fracdo de bactérias

sensiveis. O AgNOj; foi mais eficiente em relacdo as Ag-NPs, pois necessitou
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de menor tempo para inativar 4 ciclos log da populagdo de P. aeruginosa,

considerando a mesma concentragéo de prata e mesma temperatura (25 °C).

Tabela 7 - Parametros cinéticos de inativacao de células plancténicas de
Pseudomonas aeruginosa tratadas com 12,5 pg-mL‘1 ou 50 uyg-mL"
' de nanoparticulas de prata ou nitrato de prata, em agua
deionizada a 25 °C

T
Kmasxt (M ') Kmaxz (Min™") Tempo (min)
n . Velocidade . ~
Parametros de f (fracdo i Velocidade para reducao
S . especifica da " X
sobrevivéncia/tratamentos  sensivel) fracdo especifica da de 4 ciclos
& fracao resistente log
sensivel
Ag-NPC 12,5 pg-mL” 0,9967 1,12+ 0,34 0,05 £ 0,01 77,4
AgNO; 12,5 ug-mL™ 0,9980 0,35+ 0,11 0,06 £ 0,04 51,0
Ag-NPC 50 pug-mL”" 0,9985 1,21 +£0,78 0,05 £ 0,01 59,4
AgNO; 50 pg-mL™ 0,9998 0,33+ 0,07 0,03 £ 0,02 34,2

Os parametros cinéticos de inativacdo foram obtidos a partir dos valores médios de trés
repeticdes.

Os principais indices que avaliaram o desempenho e validaram o
modelo de inativacdo de P. aeruginosa tratadas com Ag-NPC ou AgNOsj,

diluidos em agua deionizada a 25 °C estao descritos na Tabela 8.

Tabela 8 - Valores dos indices estatisticos, erro médio quadratico (EMQ) e
coeficiente de determinacéao (R2), para 0 modelo aplicado as
curvas de inativacao de células planctbénicas de Pseudomonas
aeruginosa, tratadas com nanoparticulas de prata (Ag-NPC) e
nitrato de prata (AgNO3), em agua deionizada a 25 °C.

Tratamento EMQ R?
Ag-NPC 12,5 uyg-mL"’ 0,0563 0,9930
AgNO; 12,5 ug-mL” 0,0706 0,9951
Ag-NPC 50 pg-mL™ 0,0742 0,9928
AgNO; 50 pg-mL™" 0,0862 0,9923

O modelo conseguiu explicar bem os dados experimentais do processo

de inativagdo com coeficiente de determinagao (R?) > 0,99 (Tabela 8).
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4.3.2. Em agua deionizada a 37 °C

As curvas de inativagdo apresentadas na Figura 20 foram construidas
pelo ajuste dos dados experimentais ao modelo bifasico proposto por Cerf
(1997). Este modelo também indica heterogeneidade na resisténcia da
populagao de P. aeruginosa. Entretanto, ndo houve formacédo do ombro antes
da inativagao. Isso mostra que o aumento da temperatura acelerou o processo
inicial de inativagao. A Equacao 5 representa o modelo ajustado.

A 37 °C, o tempo necessario para reduzir 4 ciclos log da populagao
inicial de P. aeruginosa também diminuiu com o aumento da concentragcédo. As
células foram inativadas mais rapidamente a 37 °C do que a 25 °C, mantendo-
se os demais fatores constantes.

Um dos fatores que pode ter contribuido para a melhor eficiéncia das
Ag-NPC na temperatura de 37 °C é a maior liberacéo de ions Ag” a partir das
Ag-NPC. Experimentos cinéticos para determinar a liberagdo de ions Ag" a
partir das Ag-NPs mostraram que a temperatura € um fator importante na
dissolugéo dos ions. A liberacdo de ions Ag® pelas Ag-NPs aumentou com o
aumento da temperatura (4 °C, 20 °C e 37 °C) em trabalho realizado por Liu e
Hurt (2010). Resultado semelhante foi observado Kittler et al. (2010) nas
temperaturas de (5 °C, 25 °C e 37 °C). Entretanto, a maior liberagao de ions
pelas Ag-NPC néao explica totalmente a maior eficiéncia antimicrobiana das Ag-
NPC, pois o AgNO3; também teve sua atividade antimicrobiana aumentada com
a elevacao da temperatura.

Pode-se observar na Tabela 9 que a maior parte das células (> 99%)

sao sensivel as Ag-NPC e ao AgNO:s.
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Figura 20 - Curvas de sobrevivéncia de células planctdénicas de Pseudomonas
aeruginosa, tratadas com: a) 12,5 pg'mL™" de nanoparticulas de
prata; b) 12,5 ug-mL™" de AgNOs; c) 50 pg:mL™ de nanoparticulas
de prata; d) 50 ug-mL™" de AgNO3; em agua deionizada a 37 °C.
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Tabela 9 - Parametros cinéticos de inativacao de células plancténicas de
Pseudomonas aeruginosa, tratadas com 12,5 pg-mL‘1 ou 50
ug'mL™ de nanoparticulas de prata (Ag-NPC) ou nitrato de prata
(AgNOs3), em agua deionizada a 37 °C

Kmaxz (Min™)

Kmaxs (min™) Veloci Tempo
Parametros de f (fragdo Velocidade e oc.;fjade (min) para
sobrevivéncia/tratamentos  sensivel)  especificada @ CoPeo! oA da  reducso de
~ . fracéo ;
fracdo sensivel . 4 ciclos log
resistente
Ag-NPC 12,5 ug-mL" 09958  064+028 0,07 +0,02 51
AgNO; 12,5 ug-mL'1 0,9999 0,44 £ 0,13 0,02 £ 0,05 24
Ag-NPC 50 pg-mL'1 0,9974 0,52 +0,28 0,21 +0,52 19,2
AgNO; 50 pg-mL” 09953  060+021  020+018 20.1

Os principais indices que avaliaram o desempenho e validaram o
modelo de inativagdo de P. aeruginosa, tratada com 12,5 ug-mL™" ou 50 pg-mL"
' de Ag-NPC ou AgNOs, diluidos em agua deionizada a 37 °C, estdo descritos
na Tabela 10. Como pode ser visto, os dados experimentais se ajustaram bem

ao modelo predito com R?> 0,97.

Tabela 10 - Valores dos indices estatisticos, erro médio quadratico (EMQ) e
coeficiente de determinacao (RZ), para o modelo aplicado as
curvas de inativacdo de células planctonicas de Pseudomonas
aeruginosa, tratadas com nanoparticulas de prata (Ag-NPC) ou
nitrato de prata (AgNO3), em agua deionizada a 37 °C

Tratamentos EMQ R?
Ag-NPC 12,5 pg-mL™ 0,0340 0,9943
AgNO; 12,5 ug-mL”’ 0,1291 0,9871
Ag-NPC 50 pg-mL™’ 0,5224 0,9726
AgNO3 50 pg-mL™ 0,2524 0,9841

4.2.3. Em caldo Miieller-Hinton a 37 °C

Os ensaios também foram realizados com as Ag-NPs e o AgNOj;

diluidos em caldo Mieller-Hinton. As curvas de inativacdo de células
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planctdénicas de P. aeruginosa tratadas com 12,5 ug-mL de Ag-NPC ou 12,5
Mg-mL de AgNO3; em caldo Miiller-Hinton, estao representadas na Figura 21a e

21b, respectivamente.
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Figura 21 - Curvas de sobrevivéncia de células plancténicas de Pseudomonas
aeruginosa tratadas com: a) 12,5 pug-mL" de nanoparticulas de
prata; b) 12,5 ug-mL™" de AgNOs, em caldo Miieller-Hinton a 37 °C.

Essas curvas foram construidas pelo ajuste dos dados experimentais
ao modelo bifasico com ombro, Equacdo 6 (GEERAERD et al.,, 2005). A
atividade antimicrobiana de 12,5 ug-mL™" de Ag-NPC e de AgNO; foi reduzida
no caldo Miiller-Hinton, em comparacdo com suas atividades em agua. O
tempo de inativacdo aumentou consideravelmente mantendo-se a temperatura
de incubacgao a 37 °C. O tempo para inativar 4 ciclos log passou de 51 min e 24
min, respectivamente, para maior que 480 min de tratamento.

A fracdo de bactérias sensiveis e as velocidades especificas de
inativacao, Kmax1 € Kmaxz, diminuiram em relagdo ao tratamento equivalente em
agua (Tabela 11). Esse aumento da fragdo de bactérias resistentes pode ter
sido causado pela complexagao de uma porgao da prata com os constituintes
do caldo, provocando a diminuigao da biodisponibilidade da prata no meio.
Além disso, o caldo Miieller-Hinton é rico em proteinas que podem proteger as

bactérias, aumentando a sua resisténcia. De acordo com Mossel et al. (1995),
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proteinas podem proteger as bactérias durante tratamento térmico por reduzir a

perda de solutos e estabilizar a membrana citoplasmatica.

Tabela 11 - Parametros cinéticos de inativagcdo de células planctbnicas de
Pseudomonas aeruginosa tratadas com 12,5 upg-mL”" de
nanoparticulas de prata (Ag-NPC) e nitrato de prata (AgNO3), em
caldo Mdieller-Hinton a 37 °C

Kmax1 (h_1 ) Kmax2 (h_1 )

: : Tempo (min
Parametros de f(fracago  Velocidade  Velocidade .-, F?ed(uc_;éu))
sobrevivéncia/tratamentos  sensivel) ©sPecificada  especifica "y 4 ciclog
fragao da fracao log
sensivel resistente
Ag-NPC 12,5 ug-mL” 0,9481 0,23 0,01 >480*
AgNO; 12,5 pg-mL" 0.9873 0.08 0.01 >480*

*O tempo para reducgao de 4 ciclos log foi maior que 480 min (maior tempo testado).

Para as células tratadas com 50 ug-mL”" de Ag-NPC em caldo Miiller-
Hinton (Figura 22a), os dados foram ajustados ao modelo log linear com
ombro, representado pela Equagédo 15 (GEERAERD et al., 2000). Neste caso,
todas as células apresentaram a mesma resisténcia. O tempo para inativar 4
ciclos log foi de 105,6 min, ou seja, aumentou aproximadamente 5,5 vezes em
relacdo ao tratamento equivalente em agua, que foi de 19,2 min (Tabela 11).

Para as células tratadas com 50 pug-mL" de AgNO; em caldo Miiller-
Hinton (Figura 22b), os dados experimentais se ajustaram ao modelo log linear
com ombro e cauda (GEERAERD et al., 2000), representado pela Equacgao 16.
O tempo para inativar 4 ciclos log foi maior que 120 min (maior tempo testado),
sendo que o tratamento equivalente em agua foi de 20,1 min.

Como mostrado na Tabela 12, os dados experimentais se ajustaram

bem aos modelos utilizados com R?> 0,99.
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Figura 22 - Curvas de sobrevivéncia de células planctdénicas de Pseudomonas
aeruginosa tratadas com: a) 50 pg-mL'1 de nanoparticulas de prata;

b) 50 pg-mL™" de AgNO3; em caldo Miieller-Hinton a 37 °C.

Tabela 12 - Valores dos indices estatisticos, erro médio quadratico (EMQ) e
coeficiente de determinacgao (Rz), para os modelos aplicados as
curvas de inativacdo de Pseudomonas aeruginosa tratada com
12,5 pug'mL™" ou 50 ug:mL™ de nanoparticulas de prata ou nitrato
de prata, em caldo Mdeller-Hinton a 37 °C

Tratamentos EMQ R?
Ag-NPC 12,5 pg-mL”’ 0,0027 0,9995
AgNO; 12,5 ug-mL”’ 0,0168 0,9963
Ag-NPC 50 pg-mL"™" 0,0339 0,9926
AgNO; 50 pg-mL™ 0,0146 0,9968

De acordo com Lok et al. (2007), as Ag-NPs sao propensas a
agregarem em meios com elevada concentragao de sal e perdem sua atividade
antimicrobiana. De acordo com esses autores as Ag-NPs de 9,2 nm
apresentaram atividade antimicrobiana em agua e em solugdées tamponadas
como Hepes de sbédio 50 mM. Entretanto, as particulas agregaram em meios
de cultura comumente usados e tampdes biolégicos com elevada quantidade

de sais (cloretos e fosfatos). Esses autores relataram que quando as Ag-NPs
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foram adicionadas no meio de cultura M9 o pico de ressonéancia plasmdnica de
superficie, desapareceu e as Ag-NPs n&o apresentaram atividade
antimicrobiana nesse meio. Entretanto, quando as Ag-NPs foram misturadas
com albumina soro bovina (BSA) e adicionadas no meio, a agregacao foi
prevenida e a absor¢ao plasmoénica de superficie foi preservada. Além disso,
as Ag-NPs estabilizadas com BSA exibiram atividade antimicrobiana similar a
atividade em agua ou tampao Hepes, sugerindo que uma boa disperséo €
necessaria para que as Ag-NPs exergam sua atividade antimicrobiana.

Observou-se que as Ag-NPs precisaram de um tempo maior para
exercer sua atividade antimicrobiana em caldo Mdeller-Hinton do que em agua.
A superficie plasménica de superficie também nao foi identificada em caldo
Miieller-Hinton, sendo que a adicdao dos estabilizantes PVP e CMC nao
preservou a ressonancia plasménica de superficie das Ag-NPs no meio de
cultura. De acordo com Kumar et al. (2011), o mecanismo biocida de
compostos que contém prata resulta da liberagéo a longo prazo de ions Ag*
pela oxidagdo da prata metalica (Ag®) em contato com a agua. Lee et al. (2012)
realizaram experimentos para verificar a cinética de liberagdo de ions Ag® a
partir das Ag-NPs em agua deionizada e no meio de cultura Elendt's M4. Eles
observaram que a taxa de conversdo de Ag-NP em ions Ag" foi maior em agua
deionizada (36%) do que no meio Elendt's M4 (11%).

A dispersao das Ag-NPs em caldo Mdeller-Hinton pode ter provocado
sua agregacao, como foi demonstrado pelo desaparecimento da ressonancia
plasménica de superficie e isso pode ter afetado a liberagéo de ions Ag”* pelas
Ag-NPs. Entretanto, a agregacao nao explica totalmente a reducéo da atividade
antimicrobiana das Ag-NPs em caldo Moieller-Hinfon em relagdo a sua
atividade em agua deionizada. Pois, o AQNO3; também foi menos eficiente neste
meio. A menor atividade antimicrobiana no caldo Mueller-Hinton pode ter sido
causada pela complexagdo dos ions Ag’, liberados das Ag-NPs ou
provenientes do AgNOj3, com os componentes do meio de cultura como enxofre
e fosfato. Neste caso, tem-se a diminuicdo da disponibilidade de prata para
interagir com as bactérias. Além disso, os constituintes do meio de cultura

como proteinas, podem proteger 0s micro-organismos.
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5. CONCLUSAO

As Ag-NPC e o AgNO; apresentaram efeito antimicrobiano sobre
espeécies de bactérias gram-positivas e gram-negativas, demonstrando maior
efeito antimicrobiano sobre as ultimas. Observou-se aumento na adeséo das
bactérias gram-positivas tratadas com concentragdes subinibitérias de Ag-NPC
ou de AgNO3, em comparagédo com o grupo controle. Esse aumento na adesao
pode ter sido desencadeado como resposta geral ao estresse. A adesao das
bactérias gram-negativas, E. coli e S. Typhimurium, ndo foi alterada. Em
contrapartida, houve reducado na adesao de P. aeruginosa em concentragdes
subinibitérias de Ag-NPC.

Foi mostrado por microscopia eletrénica de transmissao que um dos
principais mecanismo de acado das Ag-NPC e do AgNO; é por complexacéo
com enxofre e fésforo presentes em componentes vitais das células. Os
resultados também sugerem o envolvimento de ERO na atividade
antimicrobiana das Ag-NPC e do AgNOj;, embora ndo tenham causado
peroxidacao de lipideos nas bactérias. Além disso, foi demonstrado que as Ag-
NPC exercem seu efeito antimicrobiano por liberagdo de ions Ag* no meio.

A cinética de inativagdo de P. aeruginosa mostrou que a eficiéncia das
Ag-NPC e do AgNO; aumenta com a elevagdo da temperatura e da
concentracdo de prata e diminui em meio de cultura em relagdo a agua,

associado a complexacao da prata com os constituintes do meio de cultura.

6. REFERENCIAS

AHMED, N. A.; PETERSEN, F. C.; SCHEIE, A. A. Al-2/LuxS is involved in
increased biofilm formation by Streptococcus intermedius in the presence of
antibiotics. Antimicrobial Agents Chemotherapy, v. 53, p. 4258-63, 2009.

ANTUNES, M.A. Contaminagao, crescimento e inativagao de micro-
organismos na cadeia de producao de alface (Lactuca sativa L.) variedade
Vitéria de Santo Antao. 2009. 176 f. Tese (Doutorado em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos) - Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG, 2009.

78



ARAGAO, G.M.F.,; CORRADINI, M.G.; NORMAND, M.D.; PELEG, M.
Evaluation of the weibull and log normal distribution functions as survival
models of Escherichia coli under isothermal and non isothermal conditions.
International Journal of Food Microbiology, v. 119, n. 3, p. 243-257, 2007.

ARAUJO, J.M.A. Quimica de alimentos: teoria e pratica. 4.ed. Vicosa: UFV,
2008.

BALAZS, D.J.; TRIANDAFILLU, K.; WOOD, P.; CHEVOLOT, Y.; VAN DELBEN,
C.; HARMS, H. Inhibition of bacterial adhesion on PVC endotracheal tubes by
RF-oxygen glow discharge, sodium hydroxide and silver nitrate treatments.
Biomaterials, v. 25, p. 2139-2151, 2004.

BARRETO, J.M. Fatores de virulancia de Bacillus cereus isolados na
cadeia produtiva de leite na microrregidao de Vigosa, Minas Gerais. 2012.
52 f. Dissertagcéo (Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) - Universidade Federal
de Vigosa, Vigosa, MG, 2012.

BECERRA, M.C.; PAEZ, P.L.; LAROVERE, L.E.; ALBESA, I. Lipids and DNA
oxidation in Staphylococcus aureus as a consequence of oxidative stress
generated by ciprofloxacin. Molecular and Cellular Biochemistry, v. 285, p.
29-34, 2006.

BERNARDES, P.C. Modelagem da adesdao de Bacillus cereus ao ago
inoxidavel em funcao do tempo e da temperatura e influéncia da
rugosidade e da hidrofobicidade sobre a adesao. 2008. 56 f. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) - Universidade Federal de
Vigosa, Vicosa, MG, 2008.

BERNARDES, P.C.; ARAUJO, E.A.; PIRES, A.C.S.; FIALHO JUNIOR, J.F.Q.;
LELIS, C.A.; ANDRADE, N.J. Work of adhesion of dairy products on stainless
steel surface. Brazilian Journal of Microbiology, p. 1261-1268, 2012.

BORCHARDT, S.A.; ALLAIN, E.J.; MICHELS, J.J.; STEARNS, G.W.;
KELLY.R.F.; MCCOY, W.F. Reaction of acylated homoserine lactone bacterial
signaling molecules with oxidized halogen antimicrobials. Applied
Environmental Microbiology, v. 67, p. 3174, 2001.

CABISCOL, E.; TAMARIT, J.; ROS, J. Oxidative stress in bacteria and protein
damage by reactive oxygen species. International Microbiology, v. 3, p. 3-8,
2000.

CERF, O. A review. Tailing of survival curves of bacterial spores. Journal of
Applied Microbiology, v. 42, p. 1-19, 1977.

CHAVES, L.C.D. Estudo da cinética da formacao de biofilmes em

superficies em contato com agua potavel. 2004. Dissertacdo (Mestrado em
Tecnologia do Ambiente) - Universidade do Minho, Braga, Portugal, 2004.

79



CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE - CLSI.
Padronizacao dos testes de sensibilidade a antimicrobianos por disco-
difusao: norma aprovada. 8.ed. 2003. M2-A8, v. 23, n. 1.

DAMM, C.; MUNSTEDT, H.; ROSCH, A. Long-term antimicrobial polyamide
6/silver-nanocomposites. Journal of Materials Science, v. 42, p. 6067-6073,
2007.

DONG, P.V.; HA, C.H.; BINH, L.T.; KASBOHM, J. Chemical synthesis and
antibacterial activity of novel-shaped silver nanoparticles. International Nano
Letters, p. 2-9, 2012.

DONLAN, R.M. Biofilm formation: a clinically relevant microbiological process.
Healthcare Epidemiology, v. 33, p. 1387-1392, 2001.

EGGER, S.; LEHMANN, R.P.; HEIGHT, M.J.; LOESSNER, M.J.; SCHUPPLER,
M. Antimicrobial properties of a novel silica-silica nanocomposite material.
Applied and Environmental Microbiology, p. 2973-2976, 20009.

EL BADAWY, AM.; SILVA, R.G.; MORRIS, B.; SCHECKEL, K.G.;SUIDAN,
M.T.; TOLAYMAT, T.M. Surface charge-dependent toxicity of silver
nanoparticles. Environmental Science and Technology, v. 45, p. 283-287,
2011.

FAYAZ, A.M.; BALAJI, K.; GIRILAL, M.; YADAV, R.; KALAICHELVAN, P.T.;
VENKETESAN, R. Biogenic synthesis of silver nanoparticles and their
synergistic effect with antibiotics: a study against gram-positive and gram-
negative bacteria. Nanomedicine: Nanotechnology, Biology, and Medicine,
v. 6. p. 103-109, 2009.

FENG, Q.L.; WU, J.; CHEN, G.Q.; CUIl, F.Z; KIM, T.M.; KIM, J.O. A
mechanistic study of the antibacterial effect on silver ions on Escherichia coli
and Staphylococcus aureus. The Journal of Biomedical Materials Research,
v. 52, p. 662-668, 2000.

GARCIA, M.V.D. Sintese, caracterizagao e estabilizacao de nanoparticulas
de prata para aplicagées bactericidas em téxteis. 2011. 89 f. Dissertagéo
(Mestrado em Engenharia Quimica) - Universidade Estadual de Campinas,
Campinas, SP, 2011.

GEERAERD, A.H.; VALDRAMIDIS, V.P.; IMPE, J.F.V. GlnaFiT, a freeware tool
to assess non-log-linear microbial survivor curves. International Journal of
Food Microbiology, v. 102, p. 95-105, 2005.

GEERAERD, A.H.; HERREMANS, C.H.; VAN IMPE, J.F. Structural model

requirements to describe microbial inactivation during a mild heat treatment.
International Journal of Food Microbiology, v. 59, p. 185-209, 2000.

80



HOFFMAN, L.R.; D’ARGENIO, D.A.; MACCOSS, M.J.; ZHANG, Z.; JONES,
R.A.; MILLER, S.l. Aminoglycoside antibiotics induce bacterial biofilm formation.
NATURE, v. 436, 2005.

HOLDSWORTH, S.D. Optimising the safety and quality of thermally processed
packged foods. In: RICHARDSON, P. (Ed). Improving the thermal
processing of foods. Boca Raton, FL: CRC Press, 2004. p.3-27.

HOOD, S.K.; ZOTOLA, E.A. Adherence to stainless steel by foodborne
microorganisms during growth in model food systems. International Journal of
Food Microbiology, v. 37, p. 145-153, 1997.

HOSKINS, J.S.; KARANFIL, T.; SERKIZ, S.M. Removal and sequestration of
iodide using silver-impregnated activated carbon. Environmental Science and
Technology, v.36, p. 784, 2002.

JAIN, J.; ARORA, S.; RAJWADE, J.M.; OMRAY,P.; KHANDELWAL, S
PAKNIKAR, K.M. Silver nanoparticles in therapeutics: development of an
antimicrobial gel formulation for topical use. Molecular Pharmaceutics, v. 6, p.
1388-1401, 2009.

JING, A.; DE-SONG, W.; XIAO-YAN, Y. Synthesis of stable silver nanoparticles
with antimicrobial activities in room-temperature ionic liquids. Chemical
Research in Chinese Universities, v. 25, p. 421-425, 20009.

KAPLAN, J. B.; JABBOURI.S.; SADOVSKAYA, |. Extracellular DNAdependent
biofilm formation by Staphylococcus epidermidis RP62A in response to
subminimal inhibitory concentrations of antibiotics. Research in Microbiology,
v.162, p. 525-41, 2011.

KIM, J.S.; KUK, E.; YU, K.N.; KIM, J.H.; PARK, S.J.; LEE, H.J.; KIM, S.H;;
PARK, Y.K.; PARK, Y.H.; HWANG, C.Y.; KIM, Y.K.; LEE, Y.S.; JEONG, D.H.;
CHO, M.H. Antimicrobial effects of silver nanoparticles. Nanomedicine:
Nanotechnology, Biology and Medicine, v. 3, p. 95-101, 2007.

KIM, Soo-Hwan; LEE, H.S.; RYU, D.S.; CHOI, S.J.; LEE, D.S. Antibacterial
activity of silver-nanoparticles against Staphylococcus aureus and Escherichia
coli. Korean Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 39, n. 1, p. 77-
85, 2011.

KITTLER, S.; GREULICH, C.; DIENDORF,J.; KOLLER, M.; EPPLE, M. Toxicity
of silver nanoparticle increases during storage because of slow dissolution
under released of silver ions. Chemistry of Materials, v. 22, p. 4548-4554,
2010.

KORA, A.J.; ARUNACHALAM. J. Assessment of antibacterial activity of silver

nanoparticles on Pseudomonas aeruginosa and its mechanism of action. World
Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 27, p. 1209-1216, 2011.

81



KUMAR, R.; HOWDLE, S.; MUNSTEDT, H. Polyamide/silver antimicrobials:
effect of filler types on the silver ion release. Journal of Biomedical Materials
Research Part B: Applied Biomaterial, v. 75, n. 2, p. 311-319, 2005.

KYRIACOU, S.V.; BROWNLOWW, J.; XU, X.H.N. Using nanoparticle optics
assay for direct observation of the function of antimicrobial agents in single live
bacterial cells. Biochemistry, v. 43, p. 140-147, 2004.

LANGLEY, S.; BEVERIDGE, T.J. Effect of O-side-chain-lipopolysaccharide
chemistry on metal binding. Applied Environmental Microbiology, v. 65, n. 2,
p. 489-498, 1999.

LEE, Y.J.,; KIM, J.; OH, J.; BAE, S.; LEE, S.H.l.S.; KIM, S.H. lon-release
kinetics and ecotoxicity effects of silver nanoparticles. Environmental
Toxicology and Chemistry, v. 31, p. 155-159, 2012.

LEMON, K.P.; EARL, AM.; VLAMAKIS, H.C.; AGUILAR, C.; KOLTER, R.
Biofilm development with an emphasis on Bacillus subtilis. In: ROMEO, T. (Ed).
Bacterial biofilms. Berlin: Springer, 2008. cap. 1, p. 1-16.

LIMA, E.S.; ABDALLA, D.S.P. Peroxidagao lipidica: mecanismos e avaliagao
em amostras biolégicas. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, v.
37, n. 3, 2001.

LIU, J.; HURT, R.H. lon release and particle persistence in aqueous nano-silver
colloids. Environment Science and Technology, v. 44, p. 2169-2175, 2010.

LIU, L.; YANG, J.; XIE, J.; LUO, Z.; JIANG, J.; YANG, Y.Y,; LIU, S. The potent
antimicrobial properties of cell penetrating peptide-conjugated silver
nanoparticles with excelente selectivity for Gram-positive bacteria over
erythrocytes. Nanoscale, v. 5, p. 3834, 2013.

LIU, H.; DU, Y.; WANG, X.; SUN, L. Chitosan kills bacteria through cell
membrane damage. International Journal of Food Microbiology, v. 95, p.
147-155, 2004.

LOK, C-N.; HO, C-M.; CHEN, R.; HE, Q-Y.; YU, W-Y.; SUN, H.; TAM, P K-H.;
CHIU, J-F.; C, C-M. Silver nanoparticles: partial oxidation and antibacterial
activities. Journal of Biological Inorganic Chemistry, v. 12, p. 527-534, 2007.

LYON, D.Y.; ALVAREZ, P.J.J. Fullerene water suspension (nCgy) Exerts
antibacterial effects via ROS-independent protein oxidation. Applied
Environmental Microbiology, v. 42, p. 8127-8132, 2008.

MAFART, P.; COUVERT, O.; GAILLARD, S.; LEGUERINEL, I. On calculating
sterility in thermal preservation methods: application of the Weibull frequency
distribution model. International Journal of Food Microbiology, v. 72, p. 107-
113, 2002.

82



MANESS, P.C.; SMOLINSKI, S.; BLAKE, D.M.; HUANG, Z.; WOLFRUM, E.J;
JACOBY, W.A. Bactericidal activity of photocatalytic TiOzreaction: toward an
understanding of Its killing mechanism. Applied Environmental Microbiology,
v. 65, n. 9, p. 4094-4098, 1999.

MARTINEZ-CASTANON, G.A.; NINO-MARTINEZ, N.; MARTINEZ-
GUTIERREZ, F.; MARTINEZ-MENDOZA, J.R.; FACUNDO, R. Synthesis and
antibacterial activity of silver nanoparticles with different sizes. Journal of
Nanoparticles Resarch, v. 10, p. 1343-1348, 2008.

MATOS, K.H.O. Inativagdo microbiana em ostras (Cassostrea gigas)
empregando diéxido de carbono supercritico. 2013. Tese (Doutorado em
Engenharia de Alimentos) - Universidade Federal de Santa Catarina,
Florianépolis, SC, 2013.

McDONALD, K.; SUN, D.W. Predictive food microbiology for the meat industry:
A review. International Journal of Food Microbiology [online], v. 52, p. 1-27,
1999.

MONTANARI, R.M.; BARBOSA, L.C.A;; DEMUNER, A.J.; SILVA, C.J;
ANDRADE, N.J.; ISMAIL, F.M.D.; BARBOSA, M.C.A. Exposure to
anacardiaceae volatile oils and their constituents induces lipid peroxidation
within food-borne bacteria cells. Molecules, v. 17, p. 9728-9740, 2012.

MONTEIRO, D.R.; GORUP, L.F.; TAKAMIYA, A.S.; FILHO, A.C.R;
CAMARGO, E.R.; BARBOSA, D.B. The growing importance of materials that
prevent microbial adhesion: antimicrobial effect of medical devices containing
silver. International Journal of Antimicrobia Agents, v. 34, p.103-110, 2009.

MORONES, J.R.; ELECHIGUERRA, J.L.; CAMACHO, A.; HOLT, K.; KOURI,
J.B.; RAMIREZ, J.T., YACAMAN, M.J. The bactericidal effect of silver
nanoparticles. Nanotechnology, v. 16, p. 2346-2353, 2005.

MOSSEL, D.A.A.; CORRY, J.E.L.; STRUIJK, C.B.; BAIRD, R.M. Essentials of
the microbiology of foods. New York: John Wiley & Sons, 1995.

MULLEN, M.D.; WOLF, D.C.; FERRIS, F.G.; BEVERIDGE, T.J.; FLEMMING,
C.A.; BAILEY, G.W. Bacterial sorption of heavy metals. Applied and
Environmental Microbiology, v. 55, p. 3143-3149, 1989.

MURRANT, C.L.; REID, M.B. Detection of reactive oxygen and reactive
nitrogen species in skeletal muscle.Microscopy Research Technique, v. 55,
p. 236-248, 2001.

NAVARRO, E.; PICCAPIETRA, F.; WAGNER, B.; MARCONI, F.; KAEGI, R;;
ODZAK, N.; SIGG, L.; BEHRA, R. Toxicity of silver nanoparticles to
Chlamydomonas reinhardtii. Environment Science and Technology, v. 42, p.
8959-8964, 2008.

83



NUCLEO, E.; STEFFANONI, L.; FUGAZZA, G, MIGLIAVACCA, R
GIACOBONE, E.; NAVARRA, A.; PAGANI L.; LANDINI, P. Growth in
glucosebased medium and exposure to subinhibitory concentrations of
imipenem induce biofilm formation in a multidrug resistant clinical isolate of
Acinetobacter baumannii. BMC Microbiology, v. 9, p. 270, 2009.

PAL, S.; TAK, Y.; SONG, J.M. Does the antibacterial activity of silver
nanoparticles depend on the shape of the nanoparticle? A study of the Gram-
negative bacterium Escherichia coli. Applied and Environmental
Microbiology, v. 73, p. 1712-1720, 2007.

PALMER, J.; FLINT, S.; BROOKS, J. Bacterial cell attachment, the beginning
of a biofilm. Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, v. 34,
p.577-588, 2007.

PELEG, M. Advanced quantitative microbiology for foods and biosystems:
models for predicting growth and inactivation. Boca Raton: Taylor & Francis,
2006. 417p.

PERCIVAL, S.L.; BOWLER, P.G.; RUSSELL, D. Bacterial resistance to silver in
wound care. Journal of Hospital Infection, v. 60, n. 1, p. 1-7, 2005.

PFLUG, |.J. Microbiology and engineering of sterilization processes. 7.ed.
Minneapolis, MN: Environmental Sterilization Laboratory, 1990.

PIMENTEL-FILHO, N. J. MARTINS, M. C. F.; NOGUEIRA, G. B. MANTOVANI,
H. C.; VANETTI, M. C. D. Bovicin HC5 and nisin reduce Staphylococcus aureus
adhesion to polystyrene and change the hydrophobicity profile and Gibbs free
energy of adhesion. International Journal of Food Microbiology, v. 190, p. 1-
8, 2014.

RACHID, H.; OHLSEN, K.; WITTE, W.;HACKER, J.; ZIEBUHR, W. Effect of
subinhibitory antibiotic concentrations on polysaccharide intercellular adhesin
expression in biofilm-forming Staphylococcus epidermidis. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy, p. 3357-3363, 2000.

RADZIG, M.A.; NADTOCHENKO, V.A.; KOKSHAROVA, O.A,; KIWI, J;
LIPASOVA, V.A.; KHMEL, I.A. Antibacterial effects of silver nanoparticles on
gram-negative bacteria: Influence on the growth and biofilms formation,
mechanisms of action. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, v. 102, p.
300-306, 2013.

RATTE, H.T. Bioaccumulation and toxicity of silver compounds: a review.
Environmental Toxicology & Chemistry, v. 18, p. 89-108, 1999.

RAZATOS, A.; ONG, Y.L, SHARMA, M.M.; GEORGIOU, G. Molecular

determinants of bacterial adhesion monitored by atomic force microscopy.
Apllied Biological Science, v. 95, p. 11059-11064, 1998.

84


http://journalseek.net/cgi-bin/journalseek/journalsearch.cgi?field=issn&query=0730-7268

REIDY, B.; HAASE, A.; LUCH, A.; DAWSON,K.A.; LYNCH,I. Mechanisms of
silver nanoparticle release, transformation and toxicity: a critical review of
current knowledge and recommendations for future studies and applications.
Materials, v. 6, p. 2295-2350, 2013.

SAMBHY, V.; MACBRIDE, M.M.; PETERSON, B.R.; SEN, A. Silver bromide
nanoparticle/polymer composites: dual action tunable antimicrobial materials.
Journal of the American Chemical Society, v. 128, p. 9798-9808, 2006.

SHENG, X.; TING, Y.P.; PEHKONEN, S.O. Force measurements of bacterial
adhesion on metal using a cell probe atomic force microscope. Journal of
Colloid and Interface Science, v. 310, p. 661-669, 2007.

SHRIVASTAVA, S.; BERA, T.; ROY, A.; SINGH, G.; RAMACHANDRARAO, P_;
DASH, D. Characterization of enhanced antibacterial effects of novel silver
nanoparticles. Nanotechnology, v. 18, p. 1-9, 2007.

SONDI, I.; SALOPEK-SONDI, B. Silver nanoparticles as antimicrobial agent: a
case study on E. coli as a model for Gram-negative bacteria. The Journal of
Colloid and Interface Science, v. 275, p. 177-182, 2004.

SONG, X.L.; LI, B.; XU, K.; LIU, J.; JU, W.; WANG, J.L., DONG, X,; LI, J.;Ql,
Y.F. Cytotoxicity of water-soluble mPEG-SH-coated silver nanoparticles in HL-
7702 cells. Cell Biology Toxicology, v. 28, p. 225-237, 2012.

STOIMENOQV, P.K.; KLINGER, R.L.; MARCHIN, G.L.; KLABUNDE, K.J. Metal
oxide nanoparticles as bactericidal agents, Langmuir, v. 18, p. 6679-6686,
2002.

SUN, D.W. Thermal food processing: new technologies and quality
issues.2.ed. New York: CRC Press, 2012.

UBBINK, J.; ZAMMARETTI, P.S. Colloidal properties and specific interactions
of bacterial surfaces. Current Opinion in Colloid and Interface Science,
v. 12, p. 263-270, 2007.

VAN DER MEI, B.R.; BUSSCHER, H.J.A reference guide to microbial cell
surface hydrophobicity based on contact angles. Colloids and Surfaces, v. 11,
p. 213-221, 1998.

VAN LOOSDRECHT, M.; NORDE, W.; LYKLEMA, L.; ZEHNDER, J.
Hydrophobic and electrostatic parameters in bacterial adhesion. Aquatic
Sciences, v. 51, p. 103-114, 1990.

VAN OSS, C.J.; GIESE, R.F. The hidrophilicity and hidrophobicity of clay
minerals. Clays and Clay Minerals, v. 43, p. 474-477, 1995.

VIANA, E.S.; CAMPOS, M.E.M.; PONCE, A.R.; MANTOVANI, H.C.; VANETTI,

M.C.D. Biofilm formation and acyl homoserine lactone production in Hafnia alvei
isolated from raw milk. Biological Research, v. 42, p. 427-436, 20009.

85



VOGLER, E.A. Structure and reativity of water at biomaterial surfaces.
Advances in Colloid and Interface Science, v. 74, p. 69-117, 1998.

VOLKER, A.; THORSTEN, B.; PETER, S.; MICHAEL, W.; PETER, S.; ELVIRA,
D.; EUGEN, D.; REINHARD, S. An in vitro assessment of the antibacterial
properties and cytotoxicity of nanoparticulate silver bone cement. Biomaterials,
v. 25, p. 4383-4391, 2004.

WANG, H.; JOSEPH, J.A. Quantifying cellular oxidative stress by
dichlorofluorescein assay using microplate reader. Free Radical Biology and
Medicine, v. 27, p. 612-616, 1999.

WOJNICZ, D.; TICHACZEK-GOSKA, D. Effect of sub-minimum inhibitory
concentrations of ciprofloxacin, amikacin and colistin on biofilm formation and
virulence factors of Escherichia coli planktonic and biofilm forms isolated from
human urine. Brazilian Journal of Microbiology, v. 44, p. 259-265, 2013.

WU,Y.; ZHOU, Q. Silver nanoparticles cause oxidative damage and histological
changes in medaka (Oryzias latipes) after 14 days of exposure. Environmental
Toxicology and Chemistry, v. 32, n. 1, p. 165-173, 2013.

XU, Z.M.; MA, J.; ALVAREZ, P.J.J. Differential effect of common ligands and
molecular oxygen on antimicrobial activity of silver nanoparticles versus silver
ions. Environmental Science and Technology, v. 45, p. 9003-9008, 2011.

XU, Z.M.; ZHANG, Q.B.; PUPPALA, H.L.; COLVIN, V.L.; ALVAREZ, P.J.J.
Negligible particle-specific antibacterial activity of silver nanoparticles. Nano
Letters, v. 12, p. 4271-4275, 2012.

YAMANAKA, M.; HARA, K.; KUDO, J. Bactericidal actions of silver ion solution
on Escherichia coli, studied by energy-filtering transmission electron microscopy

and proteomic analysis. Applied and Environmental Microbiology, v. 71, p.
7589-7593, 2005.

YU, LW.; LATRIANO, L.; DUNCAN, S.; HARTTWICK, R.; WITY, G. High-
performace liquid chromatography analysis of thiobarbituric acid adducts of
malonaldeyde and trans-trans-muconaldeyde. Analitical Biochemistry, v. 156,
p. 326-333, 1986.

ZHAO, G.J.; STEVENS, S.E. Multiple parameters for the comprehensive
evaluation of the susceptibility of Escherichia coli to the silver ion. Biometals, v.
11, p. 27-32, 1998.

ZIMMERMANN, M. Resisténcia de esporos de Byssochlamys fulva e
Bacillus coagulans em polpa de tomate sob condi¢gdes isotérmicas, nao
isotérmicas e de altas pressoes hidrostaticas. 2012. 154 f. Tese (Doutorado
em Engenharia de Alimentos) - Universidade Federal de Santa Catarina,
Floriandpolis, SC, 2012.

86



CONCLUSAO GERAL

A prata, na forma iénica ou na forma de nanoparticulas, € um efetivo
agente antimicrobiano, principalmente, sobre bactérias gram-negativas.
Concentragdes subinibitorias de Ag-NPC ou de AgNO3 afetaram a adesdo das
bactérias em superficies de poliestireno de diferentes maneiras. Houve
aumento na adesao das bactérias gram-positivas tratadas com concentragdes
subinibitérias de Ag-NPC ou de AgNOs;, em relagcdo ao controle. A
hidrofobicidade da superficie, uma propriedade fisico-quimica importante na
adesao das bactérias, nao foi alterada pelas Ag-NPC ou pelo AgNOg;. Esse
aumento na adesado pode ter sido desencadeado como resposta geral ao
estresse. Sugere-se que mais estudos sejam feitos para esclarecer os
diferentes comportamentos das bactérias tratadas com concentracdes
subinibitérias de Ag-NPC ou de AgNO;. Esses estudos sao relevantes, uma
vez que, no ambiente, as bactérias podem ser expostas a concentragdes
subinibitérias desses antimicrobianos.

Os resultados mostraram que um dos principais mecanismo de agao
das Ag-NPC e do AgNO; é por complexacdo com elementos celulares que
contém enxofre e fésforo, como proteinas e DNA, por exemplo. Além disso, foi
demonstrado que as Ag-NPC exercem seu efeito antimicrobiano por liberagéo
de ions Ag” no meio.

A atividade antimicrobiana das Ag-NPC e do AgNOj; foi reduzida em
meio de cultura, em comparagao com suas atividades em agua. Isso indica que
a eficiéncia da prata podera ser comprometida no caso de contato com
residuos de alimentos. Assim, o uso da prata pode ser mais indicado como
sanitizante de superficies, uma vez que a etapa de sanitizacao é realizada em

superficies previamente limpas.
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