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RESUMO

MANSO, Isabela Jorge. Avaliacdo do crescimento de bactérias &cido lacticas em salsichas recobertas com filme
comestivel contendo nanoparticulas de prata, 2014. 42 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Engenharia de Alimentos)

- Universidade Tecnol6gica Federal do Parana. Campo Mourdo, 2014.

O presente trabalho obteve nanoparticulas de prata (AgNPs) com base nos principios de
quimica verde, utilizando D-glicose como agente redutor e amido como estabilizante, classificados
como reagentes ndo tdxicos ao ambiente e aos seres humanos. As AgNPs foram caracterizadas por
meio das técnicas de espectrofotometria de UV-Vis, Microscopia Eletronica de Varredura (MEV),
Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) e Espectroscopia de infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR). Através da espectroscopia de UV-Vis foi possivel determinar a presenca de AgNPs
esféricas pela obtencdo de uma banda de absorcdo a =420 nm e com grau de dispersdo adequado
(FWHM = 95,08 nm). A técnica de DLS obteve tamanho médio das particulas de 62,88 nm e
identificou certo grau de aglomeracéo das particulas. As formas e a distribuicdo das AgNPs foram
confirmadas através da anélise de MEV, na qual se observaram particulas esféricas, bem dispersas
e com algumas aglomeragfes. As nanoparticulas de prata na solugdo também foram identificadas
pelo espectro de infravermelho, no qual, ocorreram variacdes nas bandas caracteristicas da
presenca de nanoparticulas de prata. Para determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) e
bactericida minima (CBM) da solugdo contendo AgNPs, foram utilizadas as bactérias Bacillus
cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. A CIM e CBM
obtidas foram de 37,50 e 75 pug/mL, respectivamente. Para comprovar a atividade antimicrobiana
das AgNPs, salsichas foram recobertas por um filme comestivel contendo nanoparticulas de prata.
As amostras de salsichas contendo AgNPs tiveram sua carga microbiana significativamente
reduzida (p<0,05) quando comparadas as amostras do controle (sem o filme comestivel). As

amostras foram avaliadas durante um intervalo de tempo de 0, 15, 35 e 60 dias.

Palavras-chave: Nanoparticulas de prata, filme comestivel, atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

MANSO, Isabela Jorge. Evaluation of the growth of lactic acid bacteria in sausages covered with edible film containing
silver nanoparticles. 2014. 42 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Engenharia de Alimentos) - Universidade

Tecnologica Federal do Parana. Campo Mourdo, 2014.

The present work produced silver nanoparticles ( AgNPs ) based on the principles of green
chemistry, using D- glucose as reducing agent and starch as a stabilizer , classified as non- toxic to
the environment and to humans. The AgNPs were characterized by the techniques of UV- visible
spectroscopy, Scanning Electron Microscopy (SEM), Dynamic Light Scattering (DLS) and Fourier
Transform Infrared (FTIR). The UV-Vis spectroscopy analysis confirmed the formation of
spherical silver nanoparticles with a scan range of =420 nm and full widht at half maximum of
95,09 nm. The technique of Dynamic Light Scattering (DLS) showed mean particle size of 62.88
nm and identified degree of agglomeration of the particles. The forms and distribution of AgNPs
were confirmed by analysis of Scanning Electron Microscopy (SEM), in which, with a few well-
dispersed and spherical clumps were observed. The silver nanoparticles in solution have also been
identified by Fourier Transform Infrared (FTIR), in which changes occurred in the characteristic
bands of the presence of silver nanoparticles. To determine the minimum inhibitory concentration
(MIC) and minimum bactericidal (MBC) of the solution containing AgNPs, bacteria Bacillus
cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa were used. The
MIC and MBC were obtained 37.50 and 75 mg / mL, respectively.To prove the antimicrobial
activity of AgNPs, sausages were coated with an edible film containing silver nanoparticles. The
samples of sausages containing AgNPs significantly reduced their microbial load (p < 0.05) when
compared to the control samples (without edible film). The samples were evaluated over a period
of 0, 15, 35 and 60 days.

Key-words: Silver nanoparticles, edible film, antimicrobial activity.
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1 INTRODUCAO

A demanda por produtos alimenticios seguros apresenta grandes desafios para a industria
de embalagens alimenticias no desenvolvimento materiais que promovam a manutencdo da
seguranca e qualidade dos produtos. Neste contexto, as embalagens alimenticias ativas fornecem
algumas funcdes adicionais em comparacdo com o0s materiais tradicionais, que sdo limitados a
proteger o produto contra as influéncias externas (FORTUNATI et al., 2012).

Existem duas categorias de filmes que apresentam importancia nesse sentido: filmes
comestiveis e filmes de embalagens poliméricas. Os filmes comestiveis sdo filmes finos preparados
a partir de materiais comestiveis que atuam como uma barreira a elementos externos (fatores como
microrganismos, umidade, 6leos, gases e vapores) protegendo assim o produto, prolongando sua
vida util e melhorando a sua qualidade. A aplicacdo dos filmes comestiveis a carnes, aves, peixes
frescos, frutas e verduras tem tido crescente interesse, pois proporciona o aumento do tempo de
prateleira e qualidade dos produtos (DU et al., 2011).

De acordo com Campos, Gerschenson e Flores (2009) ha possibilidade de incorporar nos
filmes comestiveis diferentes aditivos, tais como antimicrobianos, antioxidantes, nutracéuticos e
agentes aromatizantes. Em particular, a utilizacdo de filmes comestiveis contendo ativos
antimicrobianos tem mostrado ser uma ferramenta Gtil para protecdo dos alimentos contra
deterioracdo e para diminui¢do do risco de crescimento de patdgenos. Diversos estudos tém
demonstrado que filmes com propriedades antimicrobianas podem reduzir os niveis bacterianos
em produtos carneos (CAGRI, USTUNOL e RYSER, 2006). A prata metalica na forma de
nanoparticulas vem sendo aplicada a filmes comestiveis visando a inibicdo do crescimento de
microrganismos em alimentos como cogumelos tipo shitake (Jiang, Feng e Wang, 2013), cenouras
minimamente processadas (COSTA et al., 2012) e aspargos (AN et al., 2008). Dessa forma torna-
se interessante a aplicacdo das nanoparticulas de prata aos produtos carneos como as salsichas, que
podem apresentar alteracdes causados por microrganismos em condi¢des de aerobiose podemos citar
como a limosidade superficial (ALCANTARA et al., 2012)
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FILMES COMESTIVEIS COM PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAS

Filmes comestiveis (revestimentos comestiveis) sdo definidos como camadas finas de
material comestivel que séo aplicadas em forma liquida sobre a superficie do alimento por imerséo,
aspersao ou por outro método apropriado (PASCALL e LIN, 2013).

Hidrocoldides apresentam boa aptiddo para formar uma matriz continua e coesa com
propriedades mecanicas adequadas em filmes comestiveis (BOURTOOM, 2008; BOURTOOM,
2009). Diversos polimeros formadores de hidrocoléides tem sido estudados na formacéo de filmes
comestiveis como o amido (AVILA-SOSA etal., 2012, VASCONEZ et al., 2009), galactomananos
(CERQUEIRA et al., 2011), poli(vinil pirrolidona) (AN et al., 2008) e zeina (SCRAMIN et al.,
2011).

Filmes comestiveis com propriedades antimicrobianas tém sido desenvolvidos para inibir
ou parar o crescimento de microrganismos em superficies de alimentos (APPENDINI e
HOTCHKISS, 2002). Como a maior intensidade da contaminacéo microbiana em alimentos se da
na sua superficies uma alternativa vidvel a adicdo de agentes antimicrobianos diretamente aos
alimentos ou a sua formulacdo é o uso de filmes comestiveis, que podem ser mais eficientes
(FALGUERA et al., 2011).

Séao encontrados diversos exemplos de aplicacdo dos filmes comestiveis com propriedades
antimicrobianas em trabalhos da literatura. Como agentes antimicrobianos destacam-se 0leos
essenciais (BRASIL et al., 2012; ROJAS-GRAU, SOLIVA-FARTUNY e MATIN-BELLOSO,
2009), nanoparticulas de 6xido de zinco (MENG, ZHANG e ADHIKARI, 2014) e nanoparticulas
de prata (AN et al., 2008; JIANG, FENG e WANG, 2013). A prata metalica na forma de
nanoparticulas (AgNPs) tem se apresentado de forma notavel como um agente antimicrobiano,
ainda mais pela resisténcia adquirida pelos microrganismos contra diversos antibiéticos (RAI,
YADAYV e GADE, 2009). An et al. (2008) avaliaram o efeito de nanoparticulas de prata (AgNPs)
incorporadas a um revestimento de polivinilpirrolidona (PVP), sobre aspargos, em relacdo a perda
de peso, quantidade de acido ascorbico, clorofila total, cor, firmeza e qualidades microbianas. Os
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aspargos armazenados entre 2 e 10 °C com revestimento tiveram o crescimento de microrganismo
significativamente impedido pela presenga das AgNPs. Jiang, Feng e Wang (2013) determinaram
o efeito do recobrimento de cogumelos shitake com filme comestivel de alginato contendo AgNPs
nas caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas dos mesmos durante 16 dias a 4 °C. Os
autores observaram que o tratamento mostrou-se uma alternativa atrativa a conservacdo dos

cogumelos.

2.2 SINTESE E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

De forma geral a preparacdo de nanoparticulas metalicas envolve o tratamento dos sais
metélicos com agentes redutores quimicos tais como citrato de sodio, borohidreto de sodio, ou
outros compostos organicos (HUANG &YANG, 2004). A reducgdo dos ions de prata (Ag*) em
solucdo aquosa geralmente resulta em prata coloidal com particulas de alguns nanémetros de
diametro. (VIRENDER et al., 2009; KAPOOR et al., 1994).

Para reduzir ou eliminar as substancias nocivas a saude humana e ao ambiente, o
desenvolvimento de processos quimicos e de produtos “verdes” esta se tornando cada vez mais
importante na ultima década (CHIOU et al., 2013). Dentre os agentes redutores utilizados para
formar as nanoparticulas de prata existem opc¢des que seguem a tendéncia da quimica verde. As
técnicas do polissacarideo, do &cido ascorbico e modificacbes destas sdo sinteses verdes ja
estudadas para preparacdo das AgNPs (GHASEMINEZHAD, HAMEDI e SHOJAOSADAT,
2012; KHAN et al., 2013).

O mecanismo de formacdo das nanoparticulas de prata, apresentado na Figura 1, é descrito
por Stevanovi¢ et al. (2011) onde o poli(a-y-L &cido glutamico) (PGA) é utilizado como agente
estabilizante e nitrato de prata é utilizado como agente redutor. O PGA atua pelo mecanismo de
estabilizacdo estérica (KRSMANOVIC, 2003), da mesma forma que outros agentes de

estabilizagdo como amido e PVP.
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Figura 1- Esquema representando o mecanismo proposto por Stevanovic et al. (2011) de formacao de nanoparticulas
de prata: (A) sem agente estabilizante (PGA); (B) concentragdo étima de PGA e (C) com excesso de PGA.
Fonte: Adaptado de Stevanovi¢ et al. (2011).

Stevanovi¢ et al. (2011) descrevem que no primeiro passo os ions de prata sdo reduzidos
levando a formacdo de clusters de prata, em seguida ocorre a reducdo de ions adjacentes e a sua
acumulacdo nos clusters de prata, seguida pelo crescimento das nanoparticulas de prata e
estabilizag&o coloidal pelo PGA.

A prata é desde a antiguidade, sob a forma de prata metalica, nitrato de prata e sulfadiazina
de prata utilizada para o tratamento de queimaduras, feridas e varias infeccdes bacterianas. Mas,
devido ao aparecimento de varios antibidticos o uso destes compostos de prata foi diminuido
expressivamente (RAI, YADAV e GADE, 2009). O efeito bactericida dos ions prata foi
quantificado pela primeira vez pelo cientista suico Karl Wihelm Von Naegelis, em 1983 contra
células eucaridticas e procarioticas de algas (SONAI, 2008; DAMM, 2006).

A prata € o metal que apresenta a menor toxicidade para as células animais, pois a
concentragdo efetiva contra microrganismos é de 0,1 pg.L™?, enquanto para seres humanos a
concentragdo toxica ¢ 10 mg.L™. A dependéncia com o tamanho permite que as AgNPs
potencializem tais propriedades (LEVIN et al., 2009; LEITE, 2003). No entanto, ainda precisam
ser ampliados os estudos com a relacdo a toxidade e bioacumulagéo da prata no organismo humano
(ROCHA, 2010).

Quando metais sdo preparados na forma de nanoparticulas (1 a 100 nm), espera-se uma
melhor caracteristica antimicrobiana devido ao aumento da area de superficie (YOON, 2007). Esta
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grande &rea de superficie das AgNPs proporciona um melhor contato com os microrganismos (KIM
et al., 2007; RAI et al., 2009). Adicionalmente, segundo Martinez-Castanon et al. (2008) quanto
menores forem as nanoparticulas (NPs) maior a sua atividade antimicrobiana no sentido em que
maior é a superficie especifica, aumentando a reatividade quimica e a atividade biologica. Assim,
as AgNPs com tamanho reduzido e sem agregacgdo sdo preferiveis nessa aplicacdo, demonstrando
acdo contra as bactérias (FERNANDES, 2010).

Algumas propostas foram desenvolvidas para explicar o efeito inibitorio do ion prata nas
bactérias (CHO et al., 2005). Estudos revelam que os ions prata (Ag*) liberados a partir AgNPs
(prata metélica) reagem com as proteinas das bactérias, pois estes possuem grande afinidade com
grupos fosfatos e com ligacdes sulfidricas (-SH). A membrana celular bacteriana contem na sua
constituicdo proteinas (que estabelecem ligacdes -SH) e grupos fosfatos (NETO, 2010). A reacédo
da Ag* com o grupo -SH, produz o grupo ("SAg) muito estavel na superficie bacteriana levando a

inativacdo das proteinas, como mostrado na Figura 2 (CHO et al., 2005).

fon Ag

- O-xD

Proteina— SH + Ag" — Proteina— SAg +H’

-SH enzima

Membrana
celular

Parede
celular

Figura 2- llustragdo do efeito do ion prata em células de microrganismos. Fonte: Segala (2007).

Finalmente, quando as células bacterianas entram em contato com as nanoparticulas a
multiplicacdo celular pode ser inibida (acdo bacteriostatica) ou ocorrer lise celular (acdo
bacteriolitica) (CASTELLANO et al., 2007). As nanoparticulas ao estabelecerem uma ligacdo com
a membrana celular bacteriana podem provocar rupturas tornando a celula permeavel, ocorrendo
entdo a libertagdo do contetdo intracelular para o exterior e, consequentemente, levando a lise
celular (AMRO et al., 2000; KIM et al., 2007; SONDI e SALOPEK-SONDI, 2004). Ao interagir,
as nanoparticulas podem penetrar para o interior da célula bacteriana. Neste caso, as bactérias
mantém o DNA na forma superenrolada dada a presenca das nanoparticulas, comprometendo a sua

replicacdo dada a necessidade que este se encontre (transientemente) no estado relaxado (FENG et
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al., 2000; LI et al., 2011). A interacdo das nanoparticulas com as bactérias pode também afetar a
atividade metabdlica atraves da inibi¢do de atividades enzimaticas dada a sua grande afinidade por
ligacbes -SH. Em particular, formam-se ligacGes entre proteinas, como é o caso de algumas
enzimas intervenientes no metabolismo celular, tornando-as inativas (POMMERVILLE, 2010).
Rocha (2010) analisando resultados do trabalho desenvolvido por Elichiguerra et al.
(2005) comenta que nas células de Pseudomonas aeruginosa tratadas com nanoparticulas de prata
ocorre rompimento celular (Figura 3). Para o caso de células de Escherichia Coli, estudadas por
Levin et al. (2009) e Sonai (2008), em estado normal e apos o tratamento do microrganismo com
fons prata em excesso, Rosa (2012) analisando as imagens (Figura 4) conclui que somente a
superficie da célula contendo os grupos sulfridrila (—-SH) é afetada pelos ions Ag*. Assim, nesse
estudo constatou-se a auséncia de prata no interior da célula, indicando possivelmente que a prata
na forma de nanoparticula poderia ser, portanto, mais reativa e torna-se mais toxica. As particulas
com tamanhos reduzidos podem passar através da membrana celular, e o acumulo intracelular de

nanoparticulas pode levar a uma deficiéncia no funcionamento da célula.

Figura 3- Imagens obtidas por TEM onde se visualiza efeitos das nanoparticulas de prata sobre a bactéria
Pseudomonas aeruginosa: perca da integridade da membrana celular e libertacdo de compostos intracelulares, (a)
células de controle, (b) e (c) células tratadas com nanoparticulas de prata. Fonte: Adaptado de Elichiguerra et
al. (2005).
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Figura 4- (a) Célula E. coli saudavel, (b) Célula: E. coli tratada com Ag*. Fonte: Adaptado de Levin et al.
(2009), SONAI (2008).

2.3 EMBUTIDOS CARNEOS

O processo de industrializagdo da carne tem a finalidade de buscar um aumento na vida
atil dos produtos carneos e também aproveitar partes do animal que em sua forma in natura seria
de dificil comercializacdo (TERRA, 1998). Nesse sentido o mercado de embutidos tem apresentado
significativa expansdo e alta competitividade na Ultima década, uma vez que o consumo de
produtos carneos como salsichas, linguicas, mortadelas, hamburgueres e outros, tornou-se parte do
habito alimentar de uma parcela consideravel de consumidores brasileiros (MELO FILHO e
GUERRA, 1998).

Produtos embutidos carneos podem ser definidos como os produtos elaborados com carne
ou 6rgdos que sdo comestiveis podendo ser curados ou ndo, condimentados, podendo ser cozidos
ou ndo, defumado e dessecado ou ndo, apresentado envoltério natural ou artificial (BRASIL, 1952).

O termo salsicha é definido pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) como o produto céarneo industrializado, obtido da emulsdo de carne de uma ou mais
espécies de animais de acougue, adicionados de ingredientes, embutido em envoltério natural, ou
artificial ou por processo de extrusao e submetido a um processo térmico adequado (BRASIL,
2000). As salsichas sdo feitas a partir de uma emulsdo que consiste em misturar ingredientes
hidrossoltveis e ingredientes lipossoluveis em um cutter, de preferéncia a vacuo e baixa
temperatura. A mistura resultante, devido a extracdo das proteinas solUveis, torna-se viscosa e 0S
pedacos de carne tornam-se aderentes. A massa carnea é entdo enchida, ou formada,

preferencialmente sob vacuo, para prevenir bolsdes de ar dentro do produto. As salsichas podem
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ter como processo alternativo o tingimento, depelagdo, defumacdo e a utilizacdo de recheios e
molhos (OLIVIO e SHIMOKOMAKI, 2006).

Conforme dados do MAPA foi registrada em 2006 a producdo de 347 mil toneladas de
salsichas sob controle do Servico de Inspecédo Federal (SIF), sendo 93,7% da producédo destinada
ao mercado interno. O valor desse produto o torna acessivel a todas as camadas sociais, sendo
apreciado, por criancas, adultos e idosos, nas formas mais variadas, sendo aquecido ou ndo antes
do consumo.

Quanto aos aspectos relacionados a seguranga, o processamento de salsichas na industria,
tal como de outros alimentos carneos, deve ser rigorosamente controlado a partir da origem. A
contaminacdo microbiolégica da matéria-prima cérnea associada a problemas de manipulacao
higiénica e desvios de processamento, em particular do cozimento, podem resultar na presenca de
niveis inaceitaveis de microrganismos deteriorantes ou patogénicos no produto acabado (CESAR,
2008).

No preparo, a salsicha pode ser utilizada sem aquecimento prévio pelo consumidor, que
consiste em uma etapa final de destruicdo e ou reducdo da populacdo de microrganismos
eventualmente presentes no produto. Assim, a qualidade microbioldgica do produto deve ser
aceitavel e rigorosamente garantida como tal no estado em que se encontra na embalagem, sem que
0 processador assuma que o produto seré aquecido antes do consumo, principalmente quando nao
dispde dessa informacdo por meio do rétulo do produto adquirido (PINTO,1996). Visando manter
esta qualidade o recobrimento de cobertura comestivel com atividade antimicrobiana deve ser

considerado.

2.4 MICRORGANISMOS CAUSADORES DE DOENCAS DE ORIGEM ALIMENTAR DE
INTERESSE EM SALSICHA

As operacOes de empacotamento e de corte sdo 0s maiores pontos em que patdgenos
podem ser introduzidos em produtos carneos cozidos e prontos para comer (CAGRI, USTUNOL,
e RYSER, 2006).

De acordo com Gram et al. (2002) carnes e peixes embalados a vacuo inibem o

crescimento de bactérias como Pseudomonas aeruginosa causando uma mudanga da microflora
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para bactérias &cido laticas (BAL), Enterobacteriaceae e algumas vezes para Brochothrix
thermosphacta.

Outros microorganismos comumente relacionados a contaminacdo de alimentos sédo
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

O género Bacillus (familia Bacillaceae) € uma bactéria Gram-positiva, aerobia facultativa,
formadora de esporos, que pode contaminar alimentos cozidos, cenoura, carne, produtos lacteos,
arroz, molhos e sopas (FRIEDMAN et al., 2006). Pode estar presente em produtos carneos
condimentados porque as especiarias sdo de facil contaminacdo por esta bactéria (ANDERSON e
PASCUAL, 2000). Esta bactéria é responsavel por intoxicagdes alimentares, caracterizada por uma
diarreia e desconforto abdominal ou nauseas e vomitos (SENESI e GHELARDI, 2010) devido a
producdo de dois tipos de toxina - diarreica e emética. E durante a fase exponencial de
multiplicacdo da bactéria no alimento que sdo produzidas as toxinas (ALMEIDA et al., 2011).

Staphylococcus aureus séo cocos Gram-positivos, catalase positivos, que tendem a formar
agrupamentos semelhantes a cachos de uvas (TRABULSI et al., 1999). A presenca de
Staphylococcus aureus, € uma indicacdo de perigo potencial a saude publica devido a enterotoxina
estafilococica termoestavel, bem como a sanitizacdo questionavel, principalmente quando o
processo de producdo envolve manipulacdo do alimento (FRANCO e LANDGRAF, 1996). Os
seres humanos portadores de S. aureus enterotoxigénicos, sdo 0s responsaveis pela contaminacao
que ocorre com os alimentos. A grande maioria dos portadores sdo assintomaticos, ou seja, ndo
estdo doentes, tendo o S. aureus em sua flora normal principalmente na regido do nariz. As
situacOes que levam a intoxicacdo alimentar estafilococica normalmente sdo: a contaminacao das
mé&os dos portadores com secrecdo nasal; as mdos dos portadores inoculam o microrganismo no
alimento durante seu processamento; a conservacdo do alimento é feita sem a adequada
refrigeracdo, ocorrendo a multiplicacdo e a producdo da enterotoxina. O cozimento ndo destrdi a
enterotoxina, mantendo-se ativa apo6s fervura por 30 minutos ou mais (PELCZAR, 1996). Os
alimentos envolvidos sdo: carne e frango cozidos, presunto, batatas e saladas de batatas, leite,
queijo, cremes, chantili e tortas (SILVA JR, 1995). O periodo de incubacdo pode ser mais curto
que 2 horas, mas geralmente é de 4 a 6 horas. Os sintomas aparecem rapidamente, caracterizados
predominantemente por vomitos severos, com diarréias, dores abdominais e cdibras, as vezes
seguidos de colapsos. A recuperacdo geralmente se dd em 6 a 24 horas (HOBBS e ROBERTS,
1998).
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A Escherichia coli sdo coliformes bacilos Gram-negativos, ndo esporulado, capazes de
fermentar glicose com produgdo de &cido e gas (FRANCO e LANDGRAF, 2003). Apresenta como
habitat natural a flora intestinal de animais de sangue quente, a contaminacao pode ser observada
em alimentos de origem vegetal e animal, que ndo tenham passado por processamento ou 0 mesmo
tenha sido realizado de forma errada, e quem tenham entrado em contato com material fecal
(PINTO, 1996). A contaminacdo por E. coli pode ocorrer pela contaminagdo cruzada, entre o
contato de alimentos crus com alimentos cozidos, utensilios ndo higienizados adequadamente,
higienizacdo das maos ap6s o processamento de um alimento e inicio de outro e principalmente
ap6s a utilizacdo dos sanitarios (SILVA JUNIOR, 2007). O periodo de incubacdo das
gastroenterites por E. coli é de 12 horas a 3 dias. Os sintomas consistem principalmente em diarreia,
algumas vezes com presenca de sangue e muco nas fezes. Os microrganismos das espécies de
coliformes podem ser inativados pela utilizacdo de sanitizantes desde que aplicados de forma
adequada e também esses micro-organismos nao resistem ao tratamento térmico (HOBBS e
ROBERTS, 1998).

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa extremamente versatil, que pode
ser encontrada em diversos ambientes, principalmente solo e 4gua, ou ainda associada a plantas e
animais, onde pode causar infeccdes oportunistas. Sua participagdo como patégeno oportunista é
resultante de suas minimas necessidades nutricionais. Além disso, apresenta resisténcia a uma
ampla variedade de condigbes fisicas, incluindo capacidade de se multiplicar mesmo sob
refrigeracdo, com elevadas concentracGes de corantes e sais, propriedades que contribuem para sua
presenca em diversos ambientes (PIRNAY et al., 2005). Possui intensa atividade metabdlica,
degradando proteinas, gorduras, carboidratos e outros substratos, além de produzir pigmentos,
causando alteracBes nas caracteristicas quimicas e sensoriais, representando o grupo de
microrganismos mais frequente em alimentos frescos, tanto de origem animal quanto vegetal. Sua
presenca em niveis elevados no final do processamento resulta na reducéo da vida de prateleira dos
produtos refrigerados, devido a producdo do muco superficial, além de odores e sabores
desagradaveis, sendo, portanto, seu estudo de grande importancia para a inddstria de alimentos
(GUAHYBA, 2003)
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo do presente projeto é sintetizar nanoparticulas de prata (AgNPs) através de

técnica de baixo impacto ambiental (sintese verde) e aplica-la em filmes comestiveis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos sdo:

e Caracterizar as AgNPs quanto ao diametro médio utilizando Espectrofotometria UV-
Vis e Espalhamento Dindmico de Luz (diametro);

e Caracterizar a morfologia das AgNPs por Microscopia Eletronica de Varredura;

e Determinar os grupos funcionais presentes na superficie das AgNPs por Espectroscopia
de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR);

e Determinadas as concentra¢es inibitdria minima e bactericida minima das AgNPs das
seguintes bactérias: Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa,;

e Avaliar o efeito das AgNPs sobre o crescimento de bactérias lacticas em salsichas

recobertas com filmes comestiveis contendo as mesmas.
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4 MATERIAS E METODOS

4.1 MATERIAS

Amido soluvel (Merk), D-glicose (Isofar) e nitrato de prata (Proquimios) foram utilizados
na sintese das nanoparticulas de prata. As bactérias Gram positivas, Bacillus cereus IAL55 e
Staphylococcus aureus IAL1875 e bactérias Gram negativas, Escherichia coli 1AL339 e
Pseudomonas aeruginosa IAL2081, caldo de soja triptica (Biomark), caldo Muller-Hinton
(Biomark), agar MRS (Biomak) e solucdo salina foram utilizados nas analises microbioldgicas.
Para preparacdo da solucdo padrdo McFarland de 0,5 foram utilizados os seguintes reagentes:
cloreto de bario (Vetec) e acido sulfurico (Proquimios). Brometo de potéssio (KBr, Sigma Aldrich)
foi utilizado para a analise de FTIR. As salsichas foram compradas em um mercado local, na cidade
de Campo Mourdo-PR, em pacote de 2 kg. As andlises foram realizadas no laboratério de analises
da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana — Campo Mourdo, onde se encontram instalados
0S equipamentos necessarios para a realizacao da pesquisa como o espectrofotdmetro UV-Vis (PG
Instruments) e o Infra Vermelho com Transformada de Fourier (IR AFFINITY-1, Shimadzu)
utilizados na caracterizacao das nanoparticulas de prata (AgNPs). No laboratério de microbiologia
encontra-se a estrutura necessaria para preparacdo das andlises de atividade antimicrobiana
(geladeira para armazenamento das amostras, autoclave para producdo das nanoparticulas e
esterilizacdo dos materiais, estufa digital para cultura bacteriolégica e cabine de seguranca
bioldgica para preparacdo das analises). A morfologia das nanoparticulas de prata foi avaliada com
0 uso do microscopio eletronico de varredura (MEV-SHIMADZU, SS 550) localizado no
Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa (COMCAP) da Universidade Estadual de Maringa
(UEM) e o tamanho médio das nanoparticulas foi determinado por Espalhamento de Luz Dindmico
(Dinamic Light Scattering — DSL), no Laboratorio de Bioenergética e Bioquimica de
Macromoléculas do Centro de Ciéncias e Saude da UFSC utilizando o equipamento Zetasizer,

Nano Series da Malvern Intruments.
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4.2 METODOS

4.2.1 OBTENCAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

As nanoparticulas de prata (AgNPs) foram produzidas pela seguinte técnica: Sintese
Verde - Técnica do Polissacarideo Modificada (GHASEMINEZHAD, HAMEDI e
SHOJAOSADATI, 2012). Foram preparadas as solucdes de nitrato de prata (0,0420 g em 10 mL
de &gua Milli-Q) e de D-glicose (0,0450 g em 10 mL de agua Milli-Q). Para a preparacgdo da solugéo
de amido foram pesados 0,5 g de amido e posteriormente solubilizados em 50 mL de 4gua Milli-Q
aquecida a 90 °C para gelatinizagdo do amido. Com o0 auxilio de uma proveta 2 mL da solucdo de
nitrato de prata e 4 mL da solugéo de D-glicose foram misturados aos 50 mL da solugcéo de amido.
A solucdo resultante foi autoclavada a 121 °C e 15 psi por 15 minutos (Prismatec). Ao final do

procedimento a solucdo apresentou coloracdo amarela, indicando a formacédo das AgNPs.

4.2.2 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

Foram determinados o tamanho de particula e o indice de polidispersdo utilizando o
espectro de UV-visivel (OCEAN OPTICS, USB650UV) através do célculo da largura a meia altura
(Full-Width at Half Maximum, FWHM), bem como o diametro médio de particula pela técnica de
Espalhamento de Luz Dinamico (DLS, MALVERN - Zetasizer Nano S) (BECHTOLD, 2010).
Para as analises de UV-Vis e DLS uma cubeta de quartzo foi utilizada e a amostra foi analisada
sem diluicdo prévia.

A morfologia das nanoparticulas de prata foi avaliada com o uso de Microscopia
Eletrdnica de Varredura (MEV-SHIMADZU, SS 550). A amostra foi gotejada sobre uma laminula
de microscopia Otica e entdo deixada secar a temperatura ambiente em dessecador. Apds a secagem

a amostra foi recoberta com outro em sputter. A andlise foi realizada no MEV a 15 kV.
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Para a caracterizacdo dos grupos funcionais nas superficies das nanoparticulas utilizou-
se Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (IR AFFINITY-1, Shimadzu)
(GHASEMINEZHAD, HAMEDI e SHOJAOSADATI, 2012). As nanoparticulas foram pesadas
secas em estufa (10 mg) e entdo trituradas com KBr (100 mg). As pastilhas de KBr foram
produzidas em um pastilhador submetido a 7 kgf de pressdo em prensa hidraulica (Bovenau, P15
ST). Finalmente os espectros foram obtidos na faixa de 4000-400 cm-1 utilizando 32 acumulagdes

e resolucéo de 4 cm-1.

4.2.3 DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES INIBITORIA E BACTERICIDA
MINIMAS

Preparo dos indculos bacterianos: Para a determinacdo da atividade antimicrobiana in
vitro foram utilizadas bactérias Gram positivas (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus) e
bactérias Gram negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa). Para padronizacdo dos
indculos microbianos, foram selecionadas, pelo menos, de trés a cinco col6nias, bem isoladas, do
mesmo tipo morfoldgico, em placa de &gar. Os indculos de cada cultura foram transferidos com o
auxilio de uma alca de semeadura para tubos contendo caldo de soja triptica. As culturas foram
incubadas a 35 °C, até alcancar ou exceder a turbidez de uma solucdo padrdo McFarland de 0,5
(em geral, de duas a seis horas) em estufa para cultura bacteriol6gica. A turbidez da cultura em
crescimento ativo foi ajustada com solucéo salina estéril, de modo a obter uma turbidez éptica
comparavel a da solucdo padrdo McFarland de 0,5, resultando-se numa suspensdo contendo
aproximadamente 10 UFC/mL.

Determinacgéo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM): A atividade antimicrobiana das
nanoparticulas sintetizadas foi avaliada utilizando o método de microdiluicdo padrdo, o qual
determina a concentragido minima inibitéria (CIM) (MARTINEZ-CASTANON et al., 2008).
Placas de microtitulacdo (96 pogos) foram utilizadas para os testes. Foram pipetados 100 uL de
caldo Miller-Hinton (CMH) nos pogos da microplaca acrescentando um pogo para controle da
droga e outra da bactéria. A partir da solu¢do de 50 mL contendo as AgNP foi pipetado 100 puL
para o primeiro po¢o, obtendo-de uma concentracdo de 1.000 pg/mL e 100 pL para o pogo controle



24

da solucgéo (contendo as AgNPs). Foram realizadas dilui¢des 1:2 transferindo 100 uL. do primeiro
pogo para 0s pocos subsequentes. Apos, foram realizadas diluigdes 1:10 em tubo Eppendorf da
suspensdo padronizada (108 UFC/mL), obtendo-se uma suspensdo de 107 UFC/mL. Foram
pipetados 5 uL desta dltima suspensdo em cada poco, adicionando-se, portanto, 50.000 UFC/pocgo,
exceto no pogo controle da solugdo. Foram utilizadas 2 microplacas (96 pocos), uma placa foi
dividida para andlise de CIM das bactérias Gram positivas e a outra dividida para analise das
bactérias Gram negativas. A CIM foi determinada apds 24 h de incubacéo a 37 °C, sendo a menor
concentracdo das AgNP capaz de causar inibicédo total do crescimento microbiano.

Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM): A determinacdo da
concentracdo bactericida minima (CBM) foi realizada pela transferéncia de uma aliquota de 10 uL
do conteudo dos pogos onde ndo houve crescimento bacteriano visivel no teste de CIM, para a
superficie de placas contendo agar Muller-Hinton. Apos 48h de incubacdo a 37 °C em estufa para
cultura bacteriolégica se definiu a concentragao bactericida minima, que foi a menor concentracdo

capaz de causar a morte do inéculo.

4.2.4 APLICACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

A solucdo de amido contendo as nanoparticulas de prata foi aplicada no recobrimento de
salsichas de acordo com o resultado obtido na analise de CIM para o microrganismo de maior
resisténcia (menor diluicdo entre os microrganismos). Todos 0s materiais e utensilios utilizados no
procedimento foram previamente esterilizados em autoclave (Prismatec). Esse procedimento teve
como objetivo avaliar o efeito das nanoparticulas sobre o crescimento de bactérias nas salsichas
durante o armazenamento. Para isso as salsichas foram mergulhadas, durante 1 minuto, na solugéo
contendo AgNPs, anteriormente diluida para atingir a concentracéo inibitoria minima. Para cada
intervalo de tempo em que os testes seriam feitos (0, 15, 30 e 60 dias), 6 salsichas eram recobertas
com a solucdo de AgNPs e embaladas a vacuo (Sulpack), 3 salsichas em cada embalagem, em
duplicata.O mesmo método foi realizado para as salsichas sem o recobrimento com filme
comestivel (controle), ou seja, 6 salsichas eram embaladas a vacuo (3 em cada pacote) para cada

intervalo de tempo, para que as analises subsequentes fossem realizadas em duplicata. Todas as
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amostras embaladas a vacuo (controle e tratamento com AgNPs), foram armazenadas na geladeira
alo°C.

4.2.5 CONTAGEM TOTAL DE BACTERIAS LACTICAS

Foi determinada a quantidade de bactérias nas salsichas com e sem tratamento com AgNPs
em diferentes periodos (0, 15, 30 e 60 dias). Porcdes de 25 g de salsicha foram pesadas
assepticamente e homogeneizadas com 225 mL de solucdo salina, durante 60 segundos, em um
stomacher (ITR, MR1204). A partir desta diluicido (107), foram realizadas diluigbes decimais
seriadas (102 e 10%). Posteriormente 1 mL de cada diluicio foram plaqueados, em triplicata, por
meio da técnica de semeadura em profundidade em &gar MRS (seletivo para bactérias acido
lacticas). O procedimento foi realizado sob um fluxo laminar (Veco). As placas foram incubadas a
37 °C, por 48 horas em estufa para cultura bacteriologica (Quimis). Apds incubacao, as colénias
caracteristicas da espécie foram contadas (Phoenix). Os resultados foram submetidos ao teste-t a

um nivel de significancia de 5% utilizando o software Statistica 7.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

5.1.1 ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIVEL

O resultado obtido da anélise de espectroscopia UV-Vis esta apresentado na Figura 5.
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Figura 5 — Espectro de UV-Vis da solugdo de AgNP: célculo da largura a meia altura (FWHM).

Na Figura 5 € possivel observar a absor¢cdo maxima proxima a 420 nm. Fu e Wallen (2002)
analisaram o espectro de absor¢do UV de nanoparticulas obtidas utilizando a mesma sintese verde
do presente trabalho, D-glicose (agente redutor) e a amido (estabilizante), e obtiveram resultados
semelhantes, com comprimento de onda em 419 nm.

Este pico é caracteristico da presenca de AgNPs em solucgéo, devido a sua banda de
ressonancia de plasmo de superficie (SPR) como descreve a teoria de Mie que prevé um pico

acentuado na faixa entre 380 a 450 nm (SKOOG, 2002). De acordo com a teoria de Mie apenas
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uma Unica banda de plasmon é esperada no espectro de absorcdo de nanoparticulas esféricas
enquanto particulas anisotropicas (ndo esféricas) podem dar origem a duas ou mais faixas de
plasmon dependendo das formas diferentes das nanoparticulas (KLABUNDE, 2001). De acordo
com os resultados observados no espectro obtido experimentalmente as bandas de plasmon séo
ampliadas com uma cauda de absor¢do nos comprimentos de onda mais longos, o que de acordo
com Mulvaney (1996) pode ser devido a distribuicdo do tamanho das particulas. A largura & meia
altura da banda de absorc¢éo € uma indicacdo da distribuicdo do tamanho das AgNPs. Um aumento
desta largura sugere que o ocorreu um processo de aglomeracdo (SON et al., 2006). Em geral, a
largura da banda de absor¢do de plasmom ressonante diminui a medida que a simetria das
nanoparticulas aumenta (ROCHA, 2010). Na figura 5 também se observa o calculo da largura a
meia altura (FWHM -Full widht at half maximum) de 95,08 nm praticamente simétrico,
caracterizando AgNPs com superficies regulares e distribuicdo de tamanho de particulas dentro de
uma faixa estreita de valores (ROCHA, 2010). Por apresentar um pico bem definido, em cerca de
420 nm, indica um étimo grau de dispersdo das nanoparticulas (SONG et al., 2009; GARCIA,
2011), tipico para nanoparticulas com geometria esférica e estreita distribuicdo de tamanho
(FWHH pequeno) (WILCOXON, 2006). Vigneshwaran et al., (2006) analisaram a estabilidade das
AgNPs estabilizadas com amido sol(vel através do armazenamento das amostras a temperatura
ambiente (25°C) por 90 dias. A absorbancia a 420 nm foi monitorada com um intervalo de 24 horas
para verificar uma possivel aglomeracdo. Nenhuma mudanca significativa (ao nivel de 1,0% de
significancia) na absorbancia foi notada durante o armazenamento, indicando a estabilidade das
AgNPs.

5.1.2 ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO (DLS)

O tamanho medio em intensidade determinado por DLS para as AgNPs foi de 62,88 nm.
Este tamanho de particula apresenta-se proximo aos valores encontrados na literatura. Agentes
redutores menos potentes como a D-glicose mostram um processo de redugdo mais lento. No
entanto a D-glicose possui baixa toxidade e relativa facilidade de obtencdo (GARCIA, 2011). O
diametro médio em intensidade obtido neste trabalho esta de acordo com os resultado obtido por
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Sharma et al. (2008), que avaliaram a sintese de AgNPs usando como agentes redutores mono e
dissacarideos. Os autores verificaram que os tamanhos das particulas coloidas de prata foram
menores para dissacarideos (maltose e lactose) do que para monossacarideos (glicose e galactose).
A galactose teve as maiores particulas de AgNPs com 50 nm, enquanto a glicose obteve particulas

com 44 nm. A distribuicdo de tamanhos obtida por DLS é apresentada na Figura 6.
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Figura 6- Distribui¢do de tamanhos das AgNPs obtida por DLS.

A distribuicdo do tamanho das particulas obtido através do ensaio de Espalhamento de luz
dindmico (DLS) mostra dois grupos principais de nanoparticulas como distribui¢cdo bimodal: um
com nanoparticulas menores na faixa de 10 a 30 nm, e outro composto de nanoparticulas maiores,
30 a 400 nm. O maior percentual de nanoparticulas encontra-se abaixo de 100 nm, tamanhos
maiores que este possivelmente séo resultado de agregacéo. As dimensdes das particulas devem estar
no intervalo de 1 — 100 nm em pelo menos uma dimensdo (CASANOVA, 2010; ROCHA 2010;
PEREZ et al., 2012; GARCIA, 2011). O terceiro pico que surge na ordem de micrometros, de

acordo com PANACEK et al. (2006) é devido a impurezas existentes como, por exemplo, poeira.
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5.1.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A Figura 7 apresenta a imagem de MEV das AgNPs.

AccV Mag Det I 1 2um
15.0k¥ = %8000  SE 9 L

Figura 7- Micrografia das AgNPs sintetizadas pelo método do polissacarideo modificado (magnificacéo de 8.000x).

E possivel observar na Figura 7 que as AgNps apresentam formato esférico e bem
dispersa, como esperado pelos resultados de espectrofotometria UV-Vis. As nanoparticulas
apresentam-se em alguns pontos da imagem como aglomerados o que comprova a distribuicéo de

tamanhos obtida com a técnica de DLS.

5.1.4 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER

O espectro de Infra Vermelho com Transformada de Fourier (FTIR) é apresentado na
Figura 8.
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Figura 8 — Espectroscopia de infravermelho de nanoparticulas de prata obtidas pela técnica de sintese verde.

Podem ser observados na Figura 8 o espectro referente ao branco, ou seja, a solucéo de
amido (estabilizante) e D-glicose (redutor) sem a presenca de nitrato de prata e consequentemente
sem a formacdo das nanoparticulas e o espectro em preto representa as AgNPs. De acordo com
Wang et al (2008), as AgNPs apresentam picos caracteristicos nas frequéncias de 3400, 3140, 1600,
1364 a 1000 cm™. Bandas proximas aos picos caracteristicos podem ser visualizados no espectro
das AgNPS (Figura 8). E possivel observar que algumas bandas estdo presentes também na amostra
“branco”. Pode-se considerar que os espectros de infravermelho de nanoparticulas de prata e a do
amido e glicose séo bastante semelhantes (SREERAM, NIDHIN, NAIR, 2008). As frequéncias
caracteristicas das bandas, proximos de 3.140 cm™ e 1.364 cm™, foram perceptiveis, no entanto, as
bandas de estiramento da ligagdo O-H, na regifo de 3.400 cm-!, C=0, em 1.600 cm™ e C-O em
1.000 cm™ foram as mais afetadas pela presenca das nanoparticulas de prata, indicando que a
estabilizacdo da-se principalmente pela interacdo das nanoparticulas de prata com as hidroxilas.
Além disso, observa-se o deslocamento acompanhado de uma diminuicao da intensidade na banda
localizada 3.400 cm™ ! comparando o espectro do branco com as AgNPs. Na banda, proximo a
1.600 cm™, também ocorreu uma diminuicio da intensidade e na banda 1.000 cm™ nota-se um

aumento da intensidade da banda.
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5.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA E BACTERICIDA MINIMA

Na Tabela 1 estdo apresentados os valores determinados para as concentracdes inibitorias
minimas (CIM) e das concentra¢Bes bactericidas minimas (CBM) da solucdo de AgNPs, obtida

pela técnica de sintese verde.

Tabela 1- Resultados obtidos das concentragGes inibitdrias minimas (CIM) e das concentracGes bactericidas
minimas (CBM) da solucdo de AgNPs para cada bactéria.

Bactéria CIM (pg/mL) CBM (ug/mL)
Bacillus cereus (IAL55) 2,34 2,34
Staphylococcus aureus (IAL1875) 37,50 75,00
Escherichia coli (IAL339) 1,17 4,69
Pseudomonas aeruginosa
(IAL2081) 4,69 9,38

Dentre os microrganismos testados, a bactéria Staphylococcus aureus apresentou inibigédo
ao crescimento a uma menor diluicdo e, portanto, maior concentracédo inibitdria minima, que foi de
37,50, ou seja, foi 0 microrganismo que apresentou maior resisténcia. Deste modo, esta foi a
concentracdo utilizada para a aplicacdo no recobrimento das salsichas, garantindo, a acdo inibitéria
sobre todas as outras culturas de bactérias. Martinez-Castafion et al. (2008) determinaram a CIM
de AgNPs contra E. coli e S. aureus com diferentes tamanho médios de AgNPs e observaram que
a CIM das amostras analisadas foi menor em todos os casos analisados para E. coli, o que segundo
0s autores pode ser explicado com base na diferenca entre a parede celular de Gram-positivo (S.
aureus) e Gram-negativo (E. coli), tendo bactérias Gram-positivas parede celular mais espessa, 0
que dificulta a penetragdo e absorcdo dos ions na célula. No presente trabalho o mesmo
comportamento foi observado. Além disso, Fernandes (2010) observou para o diametro medio de
89 nm CIM para S. aureus similar ao apresentado na Tabela 1 (33,71 pg/mL). Sharma et al. (2008)

também determinaram a CIM semelhante no caso do microrganismo S. aureus (27 pg/mL).
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5.3 CONTAGEM TOTAL DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados das médias finais obtidas nas contagens das
coldnias das bactérias acido lacticas (BAL) que cresceram nas placas contendo meio de cultura
tanto para o grupo de controle quanto para o grupo tratado com as AgNPs. As amostras de salsichas
revestidas com as nanoparticulas e as do controle, armazenadas durante 60 dias, tiveram
crescimento elevado de colonias de bactérias e producdo de halos de diametros maiores, o que

dificultou sua andlise impedindo as contagens das mesmas.

Tabela 2- Contagem das colénias de bactérias nas placas de agar para cada intervalo de tempo: salsichas controle e
salsichas com tratamento (AgNPs).

0 dias 15 dias 30 dias
(UFC/25 g) (UFC/25 g) (UFC/25 g)
AgNP (101 AgNP (101 AgNP (10%)

1,5x 10! <10 1,275 x 108
Controle (10%) Controle (10%) Controle (10%)
3,33 x 10! 3,85 x 102 19,53 x10*

Entre parentes estdo as dilui¢Bes das placas em que foram feitas as contagens.

O teste t, que compara a média de duas amostras submetida a tratamentos diferentes, foi
realizado separadamente para cada dia, para verificar se houve diferenca estatistica entre as médias
do crescimento bacteriano das salsichas recobertas com AgNPs e das salsichas controle.

A tabela 3 mostra a saida do programa Statistica 7.0 a um nivel de significancia de 5%.

Tabela 3- Anélise estatistica (teste-t) para comparagdo das médias de contagem de col6nias das amostras de salsicha
controle e do tratamento com AgNPs.

Tempo Média AgNPs Meédia controle t-valor Graus de p
(dias) (UFC/259) (UFC/25q) liberdade
0 5,00 33,30 -3,20 4 0,032505
15 0,00 385,00 -5,11 4 0,006895
30 1.275,00 195.333,3 -14,95 4 0,000117

E possivel observar que em todos os dias analisados o crescimento de bactérias foi
significativamente maior nas salsichas que ndo foram recobertas com a solucéo contento AgNPs

(controle). O teste-t mostrou que, para todos os intervalos de tempo em que foram realizadas as
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andlises, as duas médias diferem significativamente entre si ao nivel de 95 % de confianca, pois 0
valor de p foi menor que 5% para todos os testes.

Na contagem de colbnias para as amostras preparadas no primeiro dia (O dias) houve
crescimento de bactérias nas placas tanto para as salsichas contendo AgNPs guanto para o controle.
As nanoparticulas de prata causaram reducéo significativa de bactérias mesmo em pouco tempo de
contato, o que indica uma rapida atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata. Além disso
as amostras que permaneceram armazenadas na geladeira, apés 15 dias ndo apresentaram
crescimento bacteriano significativo (<10 UFC/25g) em nenhuma placa das amostras de salsichas
que foram recobertas com filme contendo AgNPs.

As salsichas analisadas apds 30 dias (ainda dentro do prazo de validade do produto)
apresentaram alto crescimento microbiano. Apesar de haver ocorrido crescimento nas salsichas
tratadas com AgNPs esse crescimento ainda apresentou diferenca significativa com relacdo ao
controle. No caso do controle, além das placas apresentarem maior nimero de colbnias de
bactérias, as contagens foram realizadas nas placas com dilui¢do 1073, pois nas diluigdes menores
pelo alto indice de crescimento, ndo foi possivel fazer a leitura.

Como ndo houve crescimento significativo de bactérias nas salsichas recobertas com
AgNPs apo6s 15 dias de armazenamento é possivel afirmar que as AgNPs mantiveram a seguranca
das mesmas por um periodo 15 dias maior que as salsichas sem tratamento. An et al. (2008)
reportaram que AgNPs em um revestimento de PVP aplicado a aspargos impediram
significativamente o crescimento de microrganismos, aumentando sua vida de prateleira em 10

dias quando armazenados sob refrigeracdo (2°C a 10°C).
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6 CONCLUSAO

As nanoparticulas obtidas foram caracterizadas por Espectroscopia de UV-Visivel,
Espalhamento de Luz Dinamico (DLS), Microscopia eletronica de varredura (MEV) e
Espectroscopia De Infravermelho Com Transformada De Fourier (FTIR), e por meio destas
técnicas, pode-se comprovar a presenca de nanoparticulas de prata em solugdo, com morfologia
esférica e bem distribuida.

A eficiéncia antimicrobiana das nanoparticulas de prata foi confirmada pelas anéalises
microbioldgicas. As salsichas armazenadas na geladeira contendo o filme com nanoparticulas de
prata tiveram crescimento de bactérias significativamente inferior as salsichas do controle, sendo
que as amostras de salsichas revestidas com as AgNPs, avaliadas ap0os 15 dias de armazenamento,

ndo apresentaram crescimento microbiano significativo.



35

7 REFERENCIAS

BRASIL. Decreto n° 30.691, de 29 de Marco de 1952. Aprova o novo Regulamento da Inspecéo
Industrial e Sanitéaria de Produtos de Origem Animal. Rio de Janeiro, 1952.

BRASIL, Ministério da Agricultura e do Abastecimento. Instru¢do Normativa n°4, de 31 de
marco de 2000. Regulamentos técnicos de identidade e qualidade de carne mecanicamente
separada, de mortadela, de linguica, de salsicha. Diario Oficial [da] Republica Federativa do Brasil,
DF, 05 abr.2000.

ALMEIDA, D.; ALMEIDA, A., & VENTURAD. Perigos bioldgicos - bacillus cereus. Coimbra:
Escola Superior Agréria de Coimbra, p.14, 2011.

AMRO, N. A,; KOTRA, L. P.; WADU-MESTHRIGE, K.; BULYCHEV, A.; MOBASHERY, S.,
and LIU, G. Y. High-resolution atomic for microscopy studies of the Escherichia coli
outermembrane: structural basis for permeability. Langmuir, p. 2789-279, 2000.

AN, J.; ZHANG, M.; WANG, S.; TANG, J. Physical, chemical and microbiological changes in
stored green asparagus spears as affected by coating of silve nanoparticles- PVP. LWT, v. 41, p.
1100-1107, 2008

ANDERSON, M. D.; PASCUAL, V. C. Microbiologia Alimentaria. 22 edi¢do. Madrid: Diaz de
Santos, S.A, p. 291, 2000.

ANDRADE DE, J.E. Sintese, caracterizacédo e modificacdo de nanoparticulas de prata com 5-
fluorouracil sob a influéncia do ph. Programa de Pés-Graduacdo em Fisica da Universidade
Federal de Sergipe, Sdo Cristovdo, SE, 2008.

AVILA-SOSA, R.;: ENRIQUE PALOU, E.; MUNGUIA, M. T. J.: NEVAREZ-MOORILLONC,
G. V.; CRUZ, A. R. N.; LOPEZ-MALO, A. Antifungal activity by vapor contact of essential oil
sadded to amaranth, chitosan, or star chedible films. International Journal of Food
Microbiology, v. 153, n. 1-2, p. 66-72, 2012.

BECHTOLD, M. Sintese e caracterizacao de nanoparticulas de prata e aplicagdo como agente
biocida em tinta poliuretanica hidrossoltvel. Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia
Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis, SC, 2011.

BERNI, E; RIBEIRO, C; ZUCOLOTTO, V. Sintese de Nanoparticulas de Prata para Aplicacdo
na Sanitizacdo de Embalagens. Séo Carlos, SP, 2008.

BRASIL, I.M.; GOMES, C.; PUERTA-GOMEZ, A.; CASTELL-PEREZ, M.E.; MOREIRA, R.G.
Polysaccharide-based multilayered antimicrobial edible coating enhances quality of fresh-cut
papaya. LWT, v.47, p.39-57, 2012.



36

BREGGIN, L.; FALKNER R.; JASPERS N.; PENDERGRASS J. and PRTER R. Securing the
Promise of Nanotechnologies. Royal Institute of International Affairs, Registration, n. 208223,
2009.

BRIGIDO, B. M., et al. Queijo minas frescal: avaliacdo da qualidade e conformidade com a
legislacdo. Rev. Inst. Adolfo Lutz, v. 63, n. 2, p. 177-185, 2004.

BOURTOOM, T. Edible film sand coatings: Characteristics and properties. International Food
Research Journal, v. 15, n. 3, 237-248, 2008.

BOURTOOM, T. Edible protein films: Properties enhancement. International Food Research
Journal, v. 16, p. 1-9, 20009.

CAGRI, A.; USTUNOL,Z.; RYSER, E.T. Inhibition of Three Pathogens on Bologna and Summer
Sausage Using Antimicrobial Edible Films. Journal of Food Science, v.67, n.6, p.2317-2324,
2002.

CASANOVA, M.C.R. Sintese, caracterizacdo e estudo da estabilidade de nanoparticulas
metalicas estabilizadas com polieletrélitos e tidis. Sdo Carlos, 2010.

CASTELLANO, J. J.; SHAFIL, S. M.; KO, F., DONATE, G.; WRIGHT, T. E.; MANNARI, R. J.;
PAYNE, W. G.; SMITH, D. J.; and ROBSON, M. C. Comparative evaluation of silver containing
antimicrobial dressings and drugs. International Wound Journal, p. 114-122, 2007.

CERQUEIRA, M. A.; BOURBON, A. I.; PINHEIRO, A. C.; MARTINS, J. T.; SOUZA, B. W. S.;
TEIXEIRA, J. A.; VICENTE, A. A. Galactomannans use in the development of edible
films/coatings for food applications. Trends in Food Science & Technology, v. 22, p. 662-671,
2011.

CHIOU, J.-R.; LAI, B.-H.; HSU, K.-C.; CHEN, D.-H. One-pot green synthesis of silver/iron oxide
composite nanoparticles for 4-nitrophenol reduction. Journal of Hazardous Materials, v. 248-
249, p. 394400, 2013.

CHO, K.; PARK, J.; OSAKA, T. The study of antimicrobial activity and preservative effects of
nanosilver ingredient. Electrochimica Acta, v.51, p. 956-960, 2005.

DAMM, C.; NEUMANN, M.; MUSTEDT, H. Proprieties of nanosilver coating son polymethyl
methacrylate. Chemical Communications, p.71-82, 2006.

DE SANTANA, H., et al. Preparacéo e caracterizacdo de substratos SERS ativos: Um estudo
da adsorcéo do cristal violeta sobre nanoparticulas de prata. Quimica nova, v. 29, n. 2, 194-
199, 2006.

ECOLAB, Acessado em 02 de  janeiro de 2014, Disponivel em:
http://www.ecolab.com/PublicHealth/BCereus.asp.


http://www.ecolab.com/PublicHealth/BCereus.asp

37

ELICHIGUERRA, J.; CAMACHO, A.; HOLT, K.; KOURI, J.; RAMIREZ, J.; and YACAMAN,
M. The bactericida effect of silver nanoparticles. Nanotechnology, p. 2346-2353, 2005.

ELIAS, W.C. Estudos Metodoldgicos de Nanoparticulas Cataliticas de Ag-PVP a partir da
Analise Multivariada, Aplicadas a Catalise de Reducdo de Compostos Nitroaromaticos.
Programa de P6s-Graduacdo em Engenharia Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina,
Florianopolis, SC, 2012.

FALGUERA, V.; QUINTERO, J.P.; JIMENEZ, A; MUNOS, J.A.; IBARZ, A. Edible films and
coatings: Structures, active functions and trends in their use. LWT, v.22, p. 293-303, 2011.

FENG, Q. L.; WU, J,; CHEN, G. Q.; CUI, F. Z,; KIM, T. N.; AND KIM, J. O. Amechanistic study
of the antibacterial effect of silver ion son Escherichia coli and staphylococcus aureus. Journal of
Biomedical Materials Research, p. 662—8, 2000.

FERNANDES, P.E. Novo método de sintese de nanoparticulas de prata e avaliacdo de seu
efeito antimicrobiano. Programa de P6s-Graduacdo em Tecnologia de Alimentos da Universidade
Federal de Vigosa, Minas Gerais, MG, 2010.

FRANCO, B. D. G. M.; LANDGRAF, M. Microbiologia dos alimentos. Sdo Paulo: Editora
Atheneus, 2003.

FRIEDMAN, M.; HENIKA, P.; LEVIN, C.; MANDRELL, R.; KOZUKUE, N., & USDA, A.
Atividades antimicrobianas das catequinas do cha e teaflavinas e extratos de cha contra
bacillus cereus. Jornal da Protecdo de Alimentos, v.69, p. 354-361, 2006.

FU, J.; WALLEN, S.L. Completely “Green” Synthesis and Stabilization of Metal Nanoparticles.
Journal of the American Chemical Society, 2002.

FORTUNATI, E.; ARMENTANO, I.; ZHOU, Q.; IANNONI, D. A.; SAINO, E.; VISAI L,
BERGLUND, L. A.; J. M. KENNY. Multi functional bionano composite films of poly (lacticacid),
cellulose nanocrystals and silver nanoparticles. Carbohydrate Polymers, v. 87, p. 1596— 1605,
2012.

GARCIA, M. V. D. Sintese, caracterizacdo e estabilizacdo de nanoparticulas de prata para
aplicacdes bactericidas em téxteis. Programa de P6s-Graduacdo em Engenharia Quimica da
Universidade Estadual de Campinas, Campinas, SP, 2011.

GLOMM, W. R. Functionalized gold nanoparticles for application sin bionano technology.
Journal of dispersion science and technology, v. 26, n. 3, p. 389-414, 2005.

GHASEMINEZHAD, S. M.; HAMEDI, S.; SHOJAOSADATI, S. A. Green synthesis of silver
nanoparticles by a novel method: Comparative study of their properties. Carbohydrate Polymers,
v. 89, p. 467- 472, 2012.



38

GRAM, G.; RAVN, L.; RASCH, M; BRUHN, J.B.; CHRISTENSEN, A.B.; GIVSKOV, M. Food
spoilage—interactions between food spoilage bacteria. International Journal of Food
Microbiology, v.78, p.79-97, 2002.

GUAHYBA, A. S. Microrganismos Deteriorantes. Apostila Técnico em Quimica do Centro
Universitario Univates, Lajedo, RS. 2003.

HOBBS, B. C.; ROBERTS, D. Toxinfec¢des e controle higiénico-sanitario de alimentos. Sdo
Paulo: Editora Varela, 1998.

KAPOOR, S.; LAWLESS, D.; KENNEPOHL, P.; MEISEL, D.; SERPONE, N. Reduction and
aggregation of silver ions in aqueous gelatin solutions. Langmuir, v. 10, n. 9, p. 3018-3022, 1994

KHAN, Z.; SINGH, T.; HUSSAIN, J. I; OBAID, A, Y.; AL-THABAITI, S. H.; EL-
MOSSALAMY, E. H. Starch-directed green synthesis, characterization and morphology of silver
nanoparticles. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, v. 102, p. 578— 584, 2013.

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., et al. Antimicrobial effects of silver nanoparticles. Nanomedicine
nanotechnology biology and medicine, p.95-101, 2007.

KLABUNDE, K. J. Nanoscale material sin chemistry. New York: John Wiley & Sons, Inc., 2001.

KRSMANOVIC, J.L. Adsorption of Novel Block Copolymers for Steric Stabilization and
Flocculation of Colloidal Particles in Aqueous Environments. Dissertation submitted to the
Faculty of the Virginia Polytechnic Institute and State University in partial fulfillment of the
requirements for the degree of Doctor of Philosophy in Chemical Engineering, Blacksburg,
Virginia, 2013.

JUNG,C. “Fourier transformin frared spectros copy as a tool to study structural properties of
cytochromes P450 (CYPs)”. Analytical and Bioanalytical Chemistry, v. 392, n. 6, p. 1031-1058,
2008.

LEITE, M. S. Diferencas Estruturais em Nanoparticulas de Ag e Au Coloidais. Programa de
Pds-Graduacdo em Quimica da Universidade Estadual de Campinas, Campinas, SP, 2003.

LEVIN, S.C.; HOFMANN, C.; ALI, A.T.; KELLY, T. A.; MOROSAN, E.; NORDLANDER, P.;
WHITMIRE, HK,; HALAS,J. N. Magnetic-PlasmonicCore-ShellNanoparticles.
JournalAmericanChemicalSociety-ACSNano, v.3,n.6, p. 1379-1388, 2009.

LI, W.R,; XIE, X.B; SHI, Q.S.; DUAN, S.S.; OUYANG, Y.S., and CHEN, Y.B.
Antibacterialeffectofsilvernanoparticlesonstaphylococcusaureus. Biometal san international.
Journal on the role of metal ion sinbiology biochemistry and medicine

, p. 135-141, 2011.



39

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

MELO FILHO, A. B.; GUERRA, N. B. Avaliacdo da qualidade nutricional de produtos
carneos: salsichas e mortadelas comercializadas na Regido Metropolitana do Recife. In:
Congresso Latinoamericano de Nutricionistas-cietistas, Montevideo. 1998. p. 186.

MENG, X.; ZHANG, M.; ADHIKARI, B. The Effects of Ultrasound Treatment and Nano-zinc
Oxide Coating on the Physiological Activities of Fresh-Cut Kiwifruit. Food Bioprocess Technol,
v.7, p.126-132, 2014.

MORONES, J.; ELECHIGUERRA, J.; CAMACHO, A.; HOLT, K.; KOURI, J.; RAMIREZ, J.
YACAMAN, M. The bactericidal effect of silver nanoparticles. Nanotechnology, Bristol, v. 16,
p. 23462353, 2005

MULVANEY, P. Surface Plasmon spectros copy of nano size metal particles. Langmuir, v. 12, p.
788 — 800, 1996.

NETO, A. E. Desenvolvimento de nanobiocompdsitos contendo nanoparticulas de prata para
aplicacdes bactericidas. Programa de Pds-Graduacdo em Fisica da Universidade de Séo Paulo,
Séo Carlos, SP, 2010.

POMMERVILLE, J. Alcamo’s Fundamentals of Microbiology. Jones & Bartlett Learning, 2010.

RAI, M.; YADAVAYV, A.; GADE, A. Silver nanoparticles as a new generation of antimicrobials.
Biotechnology Advances, v. 27, p. 76-83, 2009.

ROCHA, R. R. Quimica verde: sintese de nanoparticulas de prata utilizando extratos vegetais.
Florianopolis, SC, 2010.

ROJAS-GRAU, M.A.; SOLIVA-FORTUNY, R.; MARTIN-BELLOSO, O. Edible coatings to
incorporate active ingredients to fresh cut fruits: a review. Food Science & Technology, v.20,
p.438-447, 2009.

ROSA, R. M. M. Incorporacdo de nanoparticulas de prata em matrizes de nanofibras de
polivinilpirrolidona e avaliagéo do seu potencial antibacteriano. Programa de P6s-Graduagédo
em Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa, 2012.

SCRAMIN, J. A,; DE BRITTO, D.; FORATO, L. A.; BERNARDES-FILHO, R.; COLNAGO, L.
A.; ASSIS, O. B. G. Characterisation of zein—oleic acid films and applications in fruit coating.
International Journal of Food Science and Technology, v. 46, p. 2145-2152, 2011.



40

SEGALA, K. Estudo da acdo antimicrobiana em diferentes compdsitos impregnados com
nanoparticulas de prata. Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia de Alimentos da
Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis, SC, 2007.

SENESI, S.; GHELARDI, E. Production, Secretion and Biological Activity of Bacillus cereus
Entero toxins. Toxins, v. 2, p.1690-1703, 2010.

STEVANOVIC, M.; KOVACEVIC, B.; PETKOVIC, J.; FILIPIC, M.; USKOKOVIC, D. Effect of
poly-a, y, L-glutamic acidas a capping agent on morphology and oxidative stress-dependent
toxicity of silver nanoparticles. International Journal of Nanomedicine, v.6, p. 2837-2847,
2011.

SILVA JUNIOR, E. A. Manual de Controle Higiénico-Sanitario em Servicos de Alimentac&o.
Séo Paulo: Livraria Varela, 1995.

SILVA, M. V. Seguranca alimentar de produtos carneos tradicionais, enchidos e produtos
curados. Porto: AESBUC/UCP, p. 34, 2003.

SILVA, N, et al. Manual de métodos de andlises microbioldgicas de alimentos. 32 edi¢do. Sdo
Paulo: Livraria Varela, 2007.

SILVA JUNIOR, E. A. Manual de controle higiénico-sanitario em alimentos. 6 edi¢do. Sao
Paulo: Livraria Varela, 2007.

SIQUEIRA, M.C. Avaliacado da atividade antimicrobiana de nanoparticulas de prata emfilmes
de CMC para uso em embalagens de alimentos. Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza,
2012.

SKOOG, D. A,; HOLLER, F. J.; NIEMAN, T. A. Principios de andlise instrumental. 5%dicéo.
Porto Alegre: Bookman, 2002.

SONAI, G. G. Preparacdo e caracterizacdo de nanoparticulas de prata em meio aquoso e
organico, com impregnacdo em borrachas de silicone contendo RuClz(vpy)s para fim
antimicrobiano. Programa de Graduacdo em Engenharia Quimica da Universidade Federal de
Santa Catarina, Floriandpolis, SC, 2008.

SONDI, I. and SALOPEK-SONDI, B. Silver nanoparticles as antimicrobial agent: acase study on
E.coli as model for gram-negative bacteria. Journal of Colloidand Interface Science, p.177-182,
2004.

SON, W.; YOUK, J., and Park, W. Antimicrobial cellulose acetat nanofibers containing silver
nanoparticles. Carbohydrate Polymers, p. 430-434, 2006.

SONNICHSEN, C.; FRANZL, T.; WILK, T., et al. ""Plasmon resonance sin large noble metal
clusters™, p.93, 2002.



41

SONG, K. C. et al. Preparation of colloidal silvernano particles by chemical reduction method.
Korean J. Chem. Eng, v. 26, p. 153-155, 20009.

TERRA, N. N. Apontamentos sobre tecnologia de carnes/Industrializa¢éo da carne. 12 edicéo.
Sdo Leopoldo: Editora Unisinos, 1998.

TRABULSI, L. R, et al. Microbiologia. 32 edicdo. Sdo Paulo: Editora Atheneu, 1999.

TURKEVICH, J.; STEVENSON, P. C.; HILLIER, J. A study of the nucleation and growth
processes sinthesynthesis of colloidal gold. Inglaterra: Faraday Discussions London, v. 11, p.55,
1999.

OLIVO, R.; SHIMOKOMAKI, M. Atualidades em Ciéncias e Tecnologia de Carnes. Livraria
Varela, p. 123-127, 2006.

PASCALL, M, A;; LIN, S. The Application of Edible Polymeric Films and Coatings in the Food
Industry. Food Process Technol, v.4, 2013.

PANACEK, A.; KVITEK, L.; PRUCEK, R.; KOLAR, M.; VECEROVA, R.; PIZUROVA, N.;
SHARMA, V. K.; NEVECNA, T.; ZBORIL, R. Journal of Physical Chemistry, 2006.

PEREZ, F.S.; BERTAGNOLLI, S.S.M.; ALVEZ, M.P.; PENNA, N.G. Nanotecnologia:
aplicacdes na area de alimentos. Ciéncias da Saude, Santa Maria, RS, v. 13, n. 1, p. 1-14, 2012,

PINTO, A. F. M. A. Doencas de origem microbiana transmitidas pelos alimentos. Millenium,
1996.

PIRES, N. R., et al. Sintese verde de nanoparticulas de prata com atividade bactericida
estabilizadas por galactomana da fava danta (Dimorphandra gardneriana). Departamento de
Biologia — UFC, Fortaleza, CE, 2011.

PIRNAY, J. P. et al. Pseudomonas aeruginosa biodiversity as reflected in a Belgian river.
Environmental Microbiology, v. 7, n. 7, p. 969-980, 2005.

VASCONEZ, M. B.; FLORES, S. K.; CAMPOS, C. A.; ALVARADO, J.; GERSCHENSON, L.
N. Antimicrobial activity and physical properties of chitosan—tapioca starch based edible films and
coatings. Food Research International, v. 42, p. 762769, 2009.

VIGNESHWARAN, N.; NACHANE, R. P.; BALASUBRAMANYA, R. H.; VARADARAJAN,
P.V. Anovelone-pot ‘green’ synthesis of stable silver nanoparticle susing soluble starch, p.
2012-2018, 2006.

VIRENDER, K.; SHARMA, R.; YNGARD, A.; YEKATERINA, L. Silver nanoparticles: Green
synthesis and their antimicrobial activities. Advances in Colloid and Interface Science, v. 145,
p. 83-96, 2009.



42

YOON, K.; BYEON, J. H.; PARK, J.; HWANG, J. Susceptibility constants of Escherichia coli and
Bacillus subtilisto silver and copper nanoparticle. Science of the Total Environment, v. 373, p.
572-575, 2007.

WILCOXON, J. P.; ABRAMS, B. L. Synthesis, structure and properties of metal nano clusters.
Chemical Society Review, v. 35, n., p. 1162-1194, 2006.

WU, Y.; JIA, W.; AN, Q.; LIU, Y.; CHEN, J.; and LI, G. Multiaction antibacterial nanofibrous
membranes fabricated by electro spinning: an excellent system for antibacterial applications.
Nanotechnology, p. 245101, 2009.



