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RESUMORESUMORESUMORESUMO    

 

O objetivo do presente estudo foi verificar a atividade antimicrobiana de uma 

resina acrílica à base de poli (metil metacrilato) (PMMA) contendo nanopartículas 

de prata frente ao microorganismo Candida albicans. Utilizou-se a resina acrílica 

termopolimerizável Lucitone 550 e as nanopartículas de prata foram sintetizadas 

por meio da redução dos íons prata do nitrato de prata pelo citrato de sódio. A 

forma e o tamanho das partículas foram confirmados por microscopia eletrônica 

de varredura (MEV) e de transmissão (MET), tendo-se obtido partículas na forma 

esférica e com tamanhos médios de 5 e 10 nm. A resina acrílica foi proporcionada 

de acordo com as instruções do fabricante e a solução coloidal de nanopartículas 

de prata foi adicionada ao componente líquido da resina acrílica nas concentrações 

de 0,05%, 0,5% e 5% baseadas na massa do polímero. Após o processamento, os 

espécimes foram esterilizados por radiação de Co-60. Foram analisados a adesão 

de microorganismos à superfície do poli (metil metacrilato)/prata (PMMA/Ag) e a 

formação de biofilme por Candida albicans sobre a superfície polimérica através 

de microscopia de luz e de MEV. Os resultados mostraram redução 

estatisticamente significante (P < 0,05) da adesão de microorganismos à 

superfície do nanocompósito para os grupos com 0,05 e 0,5% de nanopartículas 

de prata com tamanho de 5nm quando comparados ao grupo controle. A 



 

 

microscopia de luz nãomostrou diferença na formação de biofilme entre os grupos 

dos nanocompósitos e o grupo controle. A MEV sugeriu uma redução na 

quantidade de células na superfície dos grupos contendo nanopartículas de prata, 

especialmente até 12 horas de crescimento fúngico. Os resultados sugerem ação 

inibitória sobre a adesão e formação de biofilme por Candida albicans quando da 

adição de nanopartículas de prata de tamanho 5 nm à resina acrílica nas 

concentrações de 0,05% e 0,5%. 

 

Palavras-chave: Nanotecnologia. Polimetil Metacrilato. Candida albicans. Prata. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

Takamiya AS. Addition of silver nanoparticles to the poly (methyl 

methacrylate) – microbiological analysis [dissertation]. Araçatuba: UNESP - 

São Paulo State University; 2010. 

    

ABSTRACTABSTRACTABSTRACTABSTRACT    

 

The aim of this study was to verify the antimicrobial activity of a poly (methyl 

methacrylate) acrylic resin containing silver nanoparticles against Candida 

albicans microorganism. The heat-polymerized acrylic resin Lucitone 550 was 

used and the silver nanoparticles were synthesized through the reduction of silver 

ions of silver nitrate by sodium citrate. The shape and size of the particles were 

confirmed by scanning electron microscopy (SEM) and transmission electron 

microscopy (TEM), and showed spherical particles with medium size of 5 and 10 

nm. The acrylic resin was proportioned according to the manufacturer’s 

instructions and the silver nanoparticles colloid solution was added to the liquid of 

the acrylic resin in 0.05%, 0.5% and 5% of concentration based on the polymer 

mass. After being processing, the specimens were sterilized by Co-60 radiation. 

The adhesion of cells of Candida albicans and the biofilm formation on the 

surface of the polymer were evaluated by light microscopy and SEM. The results 

demonstrated significantly reduction (P < .05) of the microorganisms adhesion on 

the surface of the nanocomposites for the groups containing 0.05 and 0.5% of 

silver nanoparticles with size of 5nm when compared to the control group. The 

light microscopy did not show difference in the biofilm formation among the 

groups evaluated. The SEM images suggested reduction of growth of Candida 



 
 

 

albicans cells for the nanocomposite groups, mainly up to the period of 12 hours. 

It was concluded that the addition of silver nanoparticles with size of 5 nm to the 

PMMA in 0.05% and 0.5% concentrations showed antimicrobial effect against 

Candida albicans. 

Key words: Nanotechnology. Polymethyl methacrylate. Candida albicans. Silver. 
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ANEXOS 
Materiais e Métodos, Resultados e Normas para 

publicação  

Figura 1 a) Soluções de nitrato de prata e citrato de sódio 

utilizadas na síntese das nanopartículas de prata; b) 

balão de fundo redondo conectado a um condensador e 

ao espectrofotômetro de UV/Vis, contendo no seu 

interior as soluções que foram mantidas sob agitação 

magnética e aquecimento a 97ºC por cerca de 10 

minutos 
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Figura 7 a) Moldes em silicone preenchidos com cera utilidade e 

incluídos em gesso no interior da mufla; b) lâmina de 

vidro posicionada sobre os moldes incluídos e fixada 

com cera utilidade; c) encaixe da contra-mufla e 

preenchimento da mesma com gesso pedra tipo III; d) 

prensagem da mufla metálica e eliminação dos excessos 

de gesso 
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superfície do gesso pedra da contra-mufla 
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Figura 9 a) Resina acrílica; b) solução coloidal de nanopartículas 

de prata para ser adicionada ao PMMA 
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___________________________________________________ 

* O artigo segue as normas do periódico International Journal of Antimicrobial Agents, 
disponível no anexo C. 

1. Introdução* 

 

Candida albicans e outras espécies de Candida são componentes comuns 

da microflora humana intestinal e oral (1-4). Sobre certas condições 

predisponentes esses microorganismos podem se converter em patógenos 

oportunistas que causam doenças superficiais e sistêmicas (1,2,5,6). Alguns 

fatores como hipossalivação, higiene oral inadequada, diabetes mellitus, uso 

contínuo de próteses e de antibióticos e condições de imunossupressão 

constituem os fatores predisponentes para a infecção por Candida spp (1,5,7-10). 

A candidíase oral pode ser classificada em primária e secundária. A forma 

primária se divide em aguda, crônica e lesões associadas à Candida. Dentro da 

forma aguda há a candidíase pseudomembranosa e a eritematosa, a forma crônica 

pode ser dividida em hiperplásica e eritematosa, e entre as lesões associadas à 

Candida temos a queilite angular, a glossite rombóide mediana, o eritema 

gengival linear e a estomatite protética (5); sendo que esta última atinge de 25 a 

65% dos pacientes usuários de próteses com base em resina acrílica (1,7,11). 

Diversos estudos têm mostrado que o nível de células fúngicas presente 

na cavidade oral aumenta quando os pacientes são portadores de aparelhos 

ortodônticos, próteses totais ou parciais removíveis (3,12,13). Também é sabido 

que a adesão fúngica à superfície de resina acrílica de próteses constitui uma 

importante etapa para a colonização e início da infecção por Candida spp na 

estomatite protética (2,3,6,14,15). Essa adesão é favorecida pela hidrofobicidade 

relativa da superfície do poli(metil metacrilato) (PMMA) e pelo dimorfismo 

apresentado pelos fungos (6,9,16-18). 
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De maneira geral, o desenvolvimento de um biofilme envolve quatro 

etapas: primeiro ocorre a adesão dos microorganismos à superfície; depois, uma 

formação discreta de colônias e organização de células; em seguida ocorre a 

secreção de matriz extracelular (polissacarídeos) e maturação de uma estrutura 

tridimensional, e por último a disseminação de células (19-21). Uma vez 

estabelecido o biofilme sobre próteses, implantes ou cateteres, os 

microorganismos começam a apresentar características únicas, como a resistência 

a agentes antimicrobianos (12,20,22). 

Atualmente, os agentes antimicrobianos mais utilizados nos tratamentos 

de infecções fúngicas são aqueles baseados em polieno (anfotericina B), triazol 

(fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol) ou equinocandinas 

(caspofungina, micafungina, anidulafungina) (23) e nistatina (5). Entretanto, a 

administração desses antifúngicos é freqüentemente acompanhada de várias 

complicações como a toxicidade e as interações medicamentosas (23). 

Diversos estudos têm mostrado que a prata (Ag) exibe uma forte atividade 

antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos, 

protozoários, e certos tipos de vírus (24-26), incluindo cepas resistentes, podendo 

ser considerada como um potencial agente antifúngico (22,24,25,27). Devido aos 

mecanismos de ação da Ag que envolvem a interação com componentes 

citoplasmáticos e ácidos nucléicos, inibição de enzimas da cadeia respiratória e 

alteração na permeabilidade da membrana plasmática, a probabilidade do 

desenvolvimento de resistência dos microorganismos é menor (22,23,25). 

Nanopartículas são partículas menores que 100 nm (28) e que exibem 

uma área de superfície maior que a correspondente na forma convencional. 
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Ainda, o pequeno tamanho freqüentemente resulta em uma maior 

reatividade e alteração de propriedades de superfície que podem ser exploradas 

em uma variedade de produtos como cosméticos, dispositivos médicos, etc (28). 

Estudos têm mostrado que nanopartículas de Ag possuem potencial 

antimicrobiano contra bactérias e fungos (22,23,25,27,29-34). Kim KJ et al. (22) 

ao avaliar a ação de nanopartículas de Ag com forma esférica e tamanho médio 

de 3 nm encontraram que as mesmas inibiram células de Candida albicans de 

forma semelhante à anfotericina B, e causaram menos lise de eritrócitos que a 

anfotericina B na mesma concentração. Segundo os autores, as nanopartículas de 

Ag agiram rompendo a membrana celular plasmática e inibindo processos 

normais da célula fúngica (22). 

As nanopartículas de Ag apresentam baixa toxicidade às células humanas, 

possuem ação antimicrobiana em baixas concentrações (unidades mg/L) (23,29) e 

o custo para sua produção pode ser considerado baixo (25,35). Pensando-se 

assim, a incorporação de nanopartículas de Ag ao PMMA poderia ser 

considerada como uma possível medida de prevenção para estomatite protética 

em pacientes portadores de próteses com base em resina acrílica. Dessa forma, o 

objetivo do presente estudo foi verificar a atividade antimicrobiana de uma resina 

acrílica à base de PMMA contendo nanopartículas de Ag frente ao 

microorganismo Candida albicans. 

A hipótese nula testada foi de que não haveria diferença estatisticamente 

significante entre a adesão fúngica na superfície da resina acrílica contendo 

nanopartículas de Ag e a adesão sobre a superfície da resina acrílica sem a adição 

destas nanopartículas, independentemente da concentração e do tamanho das 

nanopartículas adicionadas a este polímero. 
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2. Materiais e Métodos 

 

2.1. Síntese e caracterização do colóide de nanopartículas de prata 

O método de síntese empregado foi baseado no proposto por Turkevich et 

al. (36) Nanopartículas de Ag coloidal foram sintetizadas através da redução de 

íons (Ag+) do AgNO3 (nitrato de prata) (Merck KGaA, Darmstadt, Hesse, 

Alemanha) pelo Na3C6H5O7 (citrato de sódio) (Merck KGaA, Darmstadt, Hesse, 

Alemanha) com relações estequiométricas de 1:3, respectivamente. Em um balão 

de fundo redondo, 100 mL de solução de AgNO3 (1,0 x 10-3 mol.L-1) foram 

aquecidos até a temperatura de 97ºC e em seguida adicionou-se 20 mL de solução 

de citrato de sódio (1,5 x 10-2 mol.L-1) com pH entre 8,0 e 8,5. A mistura foi 

mantida sob agitação magnética e aquecimento a 97ºC por cerca de 10 minutos, 

até o aparecimento da coloração amarelo âmbar, que evidencia qualitativamente a 

formação de nanopartículas de Ag (Figura 1). Durante o processo de síntese, a 

formação das nanopartículas foi acompanhada por espectroscopia de absorção na 

região do Ultravioleta/Visível (UV/Vis) (Espectrofotômetro Shimadzu MultSpec-

1501, Shimadzu Corporation, Tóquio, Japão) no intervalo de 190 a 800 nm e, 

posteriormente, por difração de raios-X (Difratômetro Rigaku DMax-2000PC, 

Rigaku Corporation, Tóquio, Japão) com anodo rotatório e radiação CuKα (λ = 

1,5418 Å). A forma e a distribuição do tamanho das partículas (5 e 10 nm) foram 

confirmadas a partir de imagens de microscopia eletrônica de varredura (MEV) e 

de transmissão (MET) (microscópio eletrônico FEG-VP Supra 35, Carl Zeiss, 

Jena, Turíngia, Alemanha). 
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2.2. Preparação do nanocompósito PMMA/Ag 

Para obtenção dos espécimes foram confeccionados moldes de silicone 

para inclusão (Zetalabor, Zhermack SpA, Badia Polesine, Rovigo, Itália) com 

auxílio de uma matriz metálica com medidas compatíveis com a do futuro 

espécime (10 mm de diâmetro e 3 mm de espessura). 

A resina acrílica utilizada foi a Lucitone 550 (Dentsply Ind. e Com. Ltda, 

Petrópolis, Rio de Janeiro, Brasil) proporcionada de acordo com as instruções do 

fabricante (4g de pó e 1,9 mL de líquido). As soluções coloidais de 

nanopartículas de Ag foram adicionadas ao componente líquido da resina acrílica 

nas proporções de 0% (0µL), 0,05 (2µL); 0,5 (20µL); e 5% (200µL) v/v, com 

auxílio de uma pipeta automática (Socorex Isba S/A, Ecublens, Lausanne, Suíça), 

com base na massa do componente sólido da resina acrílica (4g). 

Ao atingir a fase plástica, a resina acrílica foi condensada no interior dos 

moldes em silicone incluídos em gesso pedra tipo III (Herodent, Vigodent S/A 

Ind. e Com., Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil) no interior de mufla metálica 

(DCL no 6, Dentária Campineira Ltda, Campinas, São Paulo, Brasil) entre duas 

placas de vidro que garantiu uma superfície lisa na parte superior e inferior dos 

espécimes. Em seguida, a resina foi prensada em uma prensa hidráulica (Delta, 

Vipi-Delta Máquinas Especiais, Pirassununga, São Paulo, Brasil) com carga de 1 

tonelada por 30 minutos. Os espécimes foram, então, polimerizados em banho de 

água quente por 1,5 horas a 73°C seguidos de 30 minutos a 100ºC em uma 

termopolimerizadora automática (Termopolimerizadora Solab, Solab 

Equipamentos para Laboratório Ltda, Piracicaba, São Paulo, Brasil). Após a 

polimerização, a mufla foi resfriada sobre bancada e os espécimes desincluídos. 
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Os grupos estudados foram formados de acordo com a concentração e o 

tamanho de nanopartículas de Ag adicionadas à resina. Os ensaios 

microbiológicos de adesão foram realizados em triplicata e em três vezes 

independentes (n = 10). Para cada grupo foram confeccionados 30 espécimes 

para o ensaio de adesão, 1 espécime para a análise do crescimento fúngico sobre 

a superfície polimérica através MEV e 1 espécime para análise por microscopia 

de luz. 

Posteriormente à desinclusão, os espécimes foram submetidos a 

acabamento para remoção de irregularidades ao redor do seu diâmetro com fresa 

de tungstênio (mini cut). Após o acabamento foram realizadas três mensurações 

do diâmetro e da altura dos espécimes que foram submetidos ao ensaio de adesão, 

com auxílio de um paquímetro digital (Paquímetro Digital Absolute Digimatic, 

Mitutoyo Sul Americana Ltda, Santo Amaro, São Paulo, Brasil). A média da 

altura dos espécimes foi de 3,6 cm com coeficiente de variação = 20,2, e a média 

do diâmetro foi de 9,7 cm com coeficiente de variação = 39,3. 

Previamente aos ensaios microbiológicos os espécimes foram 

esterilizados através de um ciclo de radiação com uma fonte de Co-60 tipo 

“Gammacell 220” com dose de 25kGy. 

 

2.3. Candida albicans e condições de crescimento 

A cepa de Candida albicans utilizada neste estudo foi proveniente da 

American Type Culture Collection (ATCC 10231) e obtida do Instituto Adolfo 

Lutz – Divisão de Biologia Médica, São Paulo, SP, Brasil. Ela foi ativada em 

meio Ágar Sabouraud Dextrose (ASD) (Agar Sabouraud Dextrose, Becton 

Dickinson France SAS, Le Pont de Claix, France) por incubação a 37oC por 48 
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horas após ser supensa em solução de NaCl 0,9% (Merck KGaA, Darmstadt, 

Hesse, Alemanha). 

Para todos os ensaios, o microorganismo foi utilizado com 24 horas de 

crescimento após sua reativação em ASD a 37oC. As células fúngicas eram, 

então, suspendidas em solução de NaCl 0,9% e ajustadas a uma concentração 1,1 

x 105 UFC/mL (densidade óptca (OD) de 0,024) para os ensaios de adesão e a 1,1 

x 107 UFC/mL (OD 0,951) para os ensaios de desenvolvimento de biofilme sobre 

a resina acrílica, em comprimento de onda de 530 nm com auxílio de um 

espectrofotômetro UV/Vis (Espectrofotômetro UV – 1800, Shimadzu 

Corporation, Nakagyo-Ku, Kyoto, Japão). 

 

2.4. Ensaio de adesão do microorganismo Candida albicans à 

superfície polimérica 

Os espécimes de resina acrílica estéreis foram adicionados a tubos de 

ensaio contendo 9,9 mL de meio de cultura Caldo Sabouraud com Dextrose 

(CSD) (Sabouraud Caldo Dextrose, Becton Dickinson France SAS, Le Pont de 

Claix, France) inoculado com 0,1 mL de suspensão de Candida albicans em 

solução de NaCl 0,9%, com concentração de 1,1 x 107 UFC/mL com OD0,951 em 

comprimento de onda de 530 nm. A concentração de microorganismos no meio 

de cultura foi ajustada assim, a 1,1 x 105 UFC/mL previamente à adição dos 

espécimes. O conjunto meio de cultura inoculado e espécime foi então incubado 

a 37ºC por 24 horas em condições de aerobiose. 

Após esse período, os espécimes foram removidos do meio caldo e 

lavados de forma breve por cinco períodos através da imersão em solução de 

NaCl 0,9% estéril contida em placas de microtitulação com 12 poços 
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(TPP) Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Suíça). Esse procedimento de 

lavagem foi realizado para remoção de microorganismos fracamente aderidos à 

superfície da resina. 

A seguir, os espécimes foram introduzidos em tubos de ensaio contendo 

10 mL de solução NaCl 0,9%, e foram agitados em vortex (Agitador de tubos 

Vortex AP 56, Phoenix Indústria e Comercio de Equipamentos Científicos Ltda, 

Araraquara, São Paulo, Brasil) durante 1 minuto, deixados em repouso por 9 

minutos e em seguida foram novamente agitados por 1 minuto, a fim de 

desprender os microorganismos aderidos à superfície da resina. A partir desse 

inóculo obtido com os microorganismos que estavam aderidos à superfície do 

espécime de resina, obteve-se diluições de 10-1 que foram utilizadas para a 

determinação da adesão microbiana ao PMMA/Ag por meio da contagem de 

colônias. 

Os testes foram realizados em triplicata para cada espécime e seguiu-se a 

técnica utilizada pelo Grupo de Pesquisa em Biofilme do Departamento de 

Engenharia Biológica da Universidade do Minho, Braga, Portugal. Para isto, em 

cada placa de Petri contendo meio de cultura ASD foram adicionadas em uma 

extremidade e eqüidistantes entre si três alíquotas 10µL do inóculo diluído a 10-1. 

A placa de Petri foi em seguida inclinada para que os 10µL da solução do inóculo 

escorressem linearmente e percorressem toda extensão do diâmetro da placa. O 

número de células foi contado nessas três fileiras, de forma que cada fileira foi 

considerada como uma placa inoculada individualmente. 

A triplicata em três placas separadas foi realizada com 100µL do inóculo 

na diluição 10-1 de alguns grupos selecionados aleatoriamente para a comparação 

das duas técnicas e comprovação da concordância entre elas. 



43 

 

Após a inoculação das placas, as mesmas foram incubadas à 37º C por 48 

horas em condições de aerobiose, e posteriormente a este período foi realizada a 

contagem do número de colônias, com auxílio de um contador de colônias 

eletrônico (Contador de colônias eletrônico CP 600 Plus, Phoenix Indústria e 

Comércio de Equipamentos Científicos Ltda, Araraquara, São Paulo, Brasil). 

 

2.5. Avaliação do desenvolvimento de biofilme por Candida albicans 

sobre a superfície polimérica 

As células de Candida albicans suspensas em solução de NaCl 0,9% 

foram ajustadas a concentração de 1,1 x 105 UFC/mL em espectrofotômetro 

UV/Vis (OD0,024) com comprimento de onda 530 nm. Cem microlitros dessa 

suspensão foram semeados com auxílio de uma alça de Drigalsky em ASD. 

Imediatamente após a inoculação, os espécimes foram posicionados sobre a 

superfície do meio de cultura exercendo-se sobre eles uma pequena pressão. Em 

seguida, os espécimes sobre o meio de cultura foram então incubados a 37ºC por 

48 horas em condições de aerobiose. 

Após esse período de incubação, os espécimes foram removidos do meio 

ASD e analisados por um único examinador em microscópio de luz (Microscópio 

Axiostar Plus, Carl Zeiss de México S. A. de C. V., Santa Catarina, Coyoacan, 

México) para observação do padrão de desenvolvimento de biofilme sobre a 

superfície polimérica. 
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2.6. Análise do desenvolvimento de biofilme por Candida albicans 

sobre a superfície do polímero através de microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) 

Um espécime de cada grupo foi analisado por MEV (Microscópio 

eletrônico XL30 TMP, Philips, Eindhoven, Netherlands). Para isso, os espécimes 

foram incubados de maneira semelhante ao ensaio de adesão. Após os períodos 

de 5, 12 e 24 horas de incubação a 37ºC, os espécimes foram lavados em PBS 

para remoção de microorganismos fracamente aderidos e imersos em 

glutaraldeído 2,5% (Merck KGaA, Darmstadt, Hesse, Alemanha) à temperatura 

de 4ºC por 2 horas. Em seguida, foram novamente lavados em PBS por 3 

períodos de 5 minutos cada um. A desidratação dos espécimes foi realizada com 

imersão dos mesmos em concentrações seriadas de álcool 70%, 95% por 10 

minutos e três imersões em álcool 100% por 10 minutos cada. Os espécimes 

foram então imersos em hexametildesilazane 98% (Merck KGaA, Darmstadt, 

Hesse, Alemanha) por dois períodos de 20 segundos e secos à temperatura 

ambiente. 

Em seguida, os espécimes foram fixados em stubs, submetidos a 

metalização (Metalizador, Balzers SCD-004, Liechtenstein, Germany) áurica 

para obtenção de uma cobertura com um filme de Au de 10 nm de espessura e 

analisados em MEV. As imagens do cada espécime foram capturadas em 

diferentes aumentos e regiões para a caracterização das células de Candida 

albicans nos grupos e períodos de tempo avaliados. 
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2.7. Análise estatística 

 A análise estatística foi realizada utilizando o software StatView Version 

5.0.1 (SAS Institute Inc. Cary, NC, USA) e o teste não paramétrico de Kruskal-

Wallis foi aplicado para comparar o número de UFC/mL dos grupos em que 

foram incorporadas nanopartículas de Ag com o grupo controle. O valor de P < 

0,05 foi considerado estatisticamente significante. 
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3. Resultados 

 

3.1. Síntese e caracterização do colóide de nanopartículas de prata 

Um indício da formação de nanopartículas de Ag foi a coloração amarelo 

âmbar observada na solução instantes após a etapa de adição do agente redutor 

(Figura 1). O espectro de absorção UV/Vis do colóide mostrou uma banda 

plasmon característica de nanopartículas de Ag, com máximo em 

aproximadamente 430 nm (Figura 2). As imagens de MEV (Figura 3) e de MET 

(Figura 4) confirmaram a forma esférica das partículas e evidenciaram 

nanopartículas de Ag com diâmetros médios de 5 e 10 nm em uma concentração 

de 539,5µg de Ag/mL na solução coloidal. 

A difração de raios-X também confirmou a presença de nanopartículas de 

Ag com estrutura cristalina cúbica (Joint Committee on Powder Diffraction 

Standards 04-0783). De acordo com a Figura 5, os picos de difração de raios-X 

de aproximadamente 38,5º, 44,5º, 64,8º e 78º podem ser atribuídos aos planos 

cristalográficos (111), (200), (220) e (311) da Ag, respectivamente. 

 

3.2. Ensaio de adesão do microorganismo Candida albicans à 

superfície polimérica 

Os resultados indicaram que a adição da solução coloidal contendo 

nanopartículas de Ag à resina acrílica nas concentrações de 0,05% e 0,5% com 

tamanho 5 nm diminuiu a adesão de microorganismos à superfície da resina (P < 

0,05), entretanto a adição de 5% de colóide com partículas de 5 nm à resina não 

reduziu a adesão microbiana quando comparado com o grupo controle. Para as 

nanopartículas de Ag com tamanho médio de 10 nm a adição das três 
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concentrações diferentes (0,05%, 0,5% e 5%) à resina não alterou a adesão de 

microorganismos (Figura 6). 

 

3.3. Avaliação do desenvolvimento de biofilme por Candida albicans 

sobre a superfície polimérica 

As imagens de microscopia de luz sugeriram que não houve diferença 

entre o crescimento fúngico na superfície da resina acrílica (controle – sem 

adição de nanopartículas) e na superfície dos espécimes de nanocompósito, 

independentemente da concentração e do tamanho das nanopartículas adicionadas 

à resina (Figura 7). 

 

3.4. Análise do desenvolvimento de biofilme por Candida albicans 

sobre a superfície do polímero através de microscopia eletrônica de 

varredura (MEV)  

Foram avaliados através de MEV um espécime de cada grupo nos 

diferentes tempos de crescimento do microorganismo Candida albicans (5, 12 e 

24 horas). Em todos os tempos avaliados, as imagens mostraram que 

independentemente do tamanho e da concentração de nanopartículas houve uma 

redução no crescimento de microorganismos na superfície do nanocompósito 

quando comparados com o grupo controle (resina acrílica sem adição de 

nanopartículas) (Figuras 8 e 9). Embora nos grupos dos nanocompósitos tenha 

sido observado um crescimento maior de microorganismos com 24 horas, esse 

crescimento foi localizado somente em algumas regiões, diferentemente do 

controle onde se notou um grande número de microorganismos cobrindo 

praticamente toda a superfície do espécime e com um biofilme mais espesso. 
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Ainda, com relação ao tempo de formação do biofilme de Candida albicans, as 

fotomicrografias mostraram que não houve grande diferença na quantidade de 

células recobrindo os espécimes dos grupos contendo nanopartículas de Ag entre 

os tempos de 5 e 12 horas, o que contrariamente ocorreu no grupo controle onde 

houve maior concentração de microorganismos para o tempo de 12 horas. 

Com relação à concentração de nanopartículas, foi possível observar que 

os grupos com concentração 5% apresentaram um menor crescimento de 

microorganismos na superfície independentemente do tamanho das partículas, 

especialmente nos tempos 5 e 12 horas(Figuras 8 e 9). 
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4. Discussão 

 

O presente trabalho analisou o efeito antimicrobiano de uma resina 

acrílica para base protética contendo nanopartículas de Ag sobre o 

microorganismo Candida albicans. Foram avaliados a adesão de células de 

Candida albicans à superfície do nanocompósito PMMA/Ag, e o padrão de 

desenvolvimento de biofilme desse microorganismo sobre a superfície 

polimérica, tanto através de microscopia de luz como através de MEV. A 

hipótese nula inicial de que a adição de nanopartículas de Ag à resina acrílica não 

alteraria a adesão de Candida albicans na superfície polimérica, 

independentemente do tamanho e concentração de nanopartículas adicionadas, 

foi rejeitada. 

Os resultados obtidos com o ensaio de adesão mostraram que a 

incorporação de nanopartículas de Ag ao PMMA reduziu a adesão de Candida 

albicans à superfície da resina acrílica de maneira estatisticamente significante 

para os grupos com partículas de tamanho 5 nm e concentrações de 0,05% e 

0,5%, em relação ao grupo controle. Uma das explicações para esse resultado 

poderia estar relacionada com as características fisico-químicas do substrato que 

interfeririam na quantidade e qualidade da adesão de microorganismos à 

superfície, sendo a rugosidade e a hidrofobicidade características dominantes 

neste sentido (3,15). No presente trabalho, a rugosidade de superfície dos 

espécimes de resina acrílica foi controlada, uma vez que as superfícies 

apresentaram-se bastante lisas após o processamento entre duas placas de vidro e 

a sua interferência na adesão microbiana pode ter sido reduzida. Entretanto, a 

adição de colóide de nanopartículas na maior concentração (5%) em ambos os 
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tamanhos causou uma redução visual no brilho da superfície dos espécimes, o 

que poderia ser um indicativo de alteração da topografia de superfície, que 

conseqüentemente pode ter interferido na adesão microbiana impedindo uma 

redução significativa da adesão nos grupos em que foi adicionado 5% de colóide 

de nanopartículas, especialmente para grupo com partículas de tamanho 5 nm. 

Ainda, frente a esses resultados, supomos que pode haver uma 

concentração limite de nanopartículas de Ag capaz de causar inibição da adesão 

microbiana, e que a adição de concentrações superiores pode não promover os 

efeitos esperados ou mesmo causar um aumento da adesão de microorganismos 

ao polímero. 

O processo de adesão in vivo de Candida spp à resina acrílica é complexo 

(3). Fatores como pobre higiene oral e das próteses, baixo pH sob as mesmas, 

dieta rica em carboidratos, superfície da célula fúngica constituída basicamente 

de manoproteínas e β glicanos que conferem características aniônicas aos fungos, 

a hidrofobicidade celular fúngica, a energia livre de superfície da resina acrílica 

envolvendo forças eletrostáticas de atração e repulsão, interferem na adesão e 

colonização por Candida spp (2,3,6,9,37). 

Também, a hidrofobicidade do substrato é considerada significante no 

processo de adesão inicial do fungo e até mesmo no desenvolvimento do biofilme 

sobre superfícies poliméricas (3,2,15,17,26). A presença das nanopartículas de 

Ag pode ter alterado as características físico-químicas da superfície do 

nanocompósito PMMA/Ag interferindo na hidrofobicidade da resina. Bürgers et 

al. (26) ao incorporar micropartículas de Ag a uma resina composta observou que 

essas micropartículas tornaram a resina mais hidrofóbica e esta hidrofobicidade 

foi ainda superior com o aumento da concentração de partículas de Ag. 
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Contrariamente, Dhir et al. (10) ao adicionar uma carga aniônica (monômero com 

radicais fosfato) ao PMMA observaram um aumento da hidrofilia do material, 

apesar de não testarem a adesão microbiana a este substrato. Acredita-se que o 

comportamento de nanopartículas de Ag em tamanhos bem reduzidos seja 

semelhante ao de íons Ag+, o que reforça a possibilidade de ter ocorrido um 

aumento da hidrofobicidade do nanocompósto, principalmente nos grupos com 

maior concentração de nanopartículas. 

A maior adesão fúngica à superfície do nanocompósito com maior 

concentração de nanopartículas pode ter ocorrido também devido à dificuldade de 

homogeneização do colóide de nanopartículas de Ag na massa de resina durante 

o processamento laboratorial, fato que foi observado durante a manipulação da 

resina com maior concentração de colóide incorporado. Essa homogeneização 

dificultada pode ter impedido a dispersão das nanopartículas promovendo uma 

maior agregação o que possivelmente levaria as partículas aglomeradas a se 

comportarem de maneira única, como uma massa, deixando de assumir a sua 

característica de ação antimicrobiana com alta reatividade em pequenos tamanhos 

(28,32). 

Buscando-se evitar este comportamento de aglomeração das partículas no 

interior do polímero, a solução coloidal foi desidratada para permitir uma melhor 

distribuição e dispersão na massa polimérica. Entretanto, com esse procedimento 

obtivemos um pó com coloração cinza escuro, o que impossibilitou a sua 

utilização por comprometer a estética da resina acrílica utilizada como base 

protética.
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O mecanismo de ação antimicrobiana da Ag, especificamente na forma de 

nanopartículas, ainda não é bem claro na literatura. Alguns trabalhos relatam que 

tanto íons Ag (25,30,33,34) como nanopartículas de Ag (23,25,29) agiriam 

comprometendo a integridade da membrana plasmática de células fúngicas 

(22,23,25). Ainda, outros estudos sugerem que a Ag por apresentar um tamanho 

nanométrico, penetraria através da membrana celular do microorganismo e 

alteraria seu metabolismo celular, podendo levar a célula a morte (22,25). 

Entretanto, em um estudo de incorporação de nanopartículas de Ag à resina 

acrílica, Monteiro DR. (32) observou ausência de liberação de Ag, seja ela na 

forma iônica ou em nanopartícula, mesmo após 120 dias de imersão do 

nanocompósito em água deionizada e saliva artificial. Esse fato poderia 

corroborar com a ação antimicrobiana não tão efetiva como era esperada de um 

polímero contendo nanopartículas de Ag, uma vez que seria necessário sua 

liberação do interior do polímero para posterior ação, seja diretamente na 

membrana, agindo de forma fungicida, ou no interior da célula, atuando com 

ação fungicida ou fungiostática (22,25). 

Trabalhos na literatura também relatam que o tamanho das nanopartículas 

de Ag interfere em sua ação antimicrobiana (22,38). Em nosso estudo, não foi 

observado diferença entre o grupo controle e todos os grupos experimentais com 

nanopartículas com tamanho de 10 nm. Apesar do tamanho médio das 

nanopartículas de 10 nm não ser muito superior ao de 5 nm, seria oportuno 

considerar a possibilidade de ter ocorrido uma maior dificuldade de penetração 

das nanopartículas com 10 nm nas células fúngicas, o que poderia explicar a 

redução de sua efetividade. Esse fato foi comprovado em estudos não publicados 

por nosso grupo de pesquisa, onde se testou as soluções coloidais puras por meio 
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da formação de halos de inibição. Naquela oportunidade, também foi testada uma 

solução coloidal de nanopartículas de Ag com tamanho médio de 60 nm e a 

mesma foi menos efetiva em relação a formação de halo de inibição quando 

comparada com as soluções de 10 e 5nm. Dessa forma, embora a taxa de 

liberação tenha sido provavelmente semelhante e mínima para ambos os 

tamanhos das nanopartículas, a maior efetividade antimicrobiana do 

nanocompósito contendo nanopartículas de menor tamanho poderia estar 

relacionada com sua maior facilidade de penetração na célula de Candida 

albicans. 

Embora as células fúngicas eucarióticas apresentem paredes celulares que 

promovem proteção química e mecânica contra drogas antifúngicas (2) e as 

mesmas serem mais complexas que as células procarióticas bacterianas (23) o 

estudo de Morone et al. (38) pode reforçar nosso pensamento citado 

anteriormente. Em seu estudo observaram que nanopartículas de Ag com 

tamanhos inferiores a 10 nm apresentaram uma ação mais direta na penetração da 

membrana das bactérias (38). 

Outra provável explicação para a redução da adesão de Candida albicans, 

especialmente para os grupos de concentrações 0,05 e 0,5% com tamanho de 

5nm, seria a alteração metabólica da célula fúngica promovida pelo estresse 

causado somente pela presença das nanopartículas de Ag (39) na superfície do 

nanocompósito. Como a vida celular é incompatível com circunstâncias que 

perturbem o balanço de energia por períodos extensos, sob condições estressantes 

espera-se que os sistemas biológicos decaiam a um estado de entropia máxima, 

que geralmente é definido como morte termodinâmica, em que se observa um 

estado de equilíbrio onde nenhuma energia é liberada (39).  
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Sabe-se que alterações da proporção [ATP] / [ADP] celular, que podem ser 

causadas por mudanças nas condições ambientais afetam o metabolismo de 

bactérias (39). Ainda, a respiração fúngica sofre interferências quando as células 

são expostas a drogas baseadas em metais (40). Assim, a presença da Ag na 

forma de nanopartículas na superfície do espécime pode ter alterado a proporção 

[ATP] / [ADP] da célula fúngica por um período considerado longo e levado às 

células de Candida albicans a um estado de entropia máxima, o que explicaria a 

redução da adesão fúngica ao nanocompósito PMMA/Ag naqueles grupos. 

As imagens de microscopia de luz obtidas no presente estudo, não 

mostraram diferenças no crescimento fúngico sobre os espécimes 

independentemente do tamanho das nanopartículas e da concentração de colóide 

adicionada à resina. Contudo, as imagens de MEV evidenciaram que os grupos 

experimentais contendo nanopartículas de Ag apresentaram menor número e 

volume de células formadas sobre sua superfície, especialmente nos 

nanocompósitos com maior concentração de Ag. Esse fato poderia ser explicado 

pelo tipo de meio de cultura utilizado para o crescimento das células de Candida 

albicans e o maior tempo para a maturação do biofilme no caso dos espécimes 

onde foi realizada a análise da microscopia de luz (48 horas). 

Apesar do presente trabalho ter avaliado a ação antimicrobiana de uma 

única resina acrílica para base protética contendo nanopartículas de Ag frente 

apenas uma espécie de microorganismo, foi possível observar a efetividade deste 

nanocompósito na redução do número de células de Candida albicans aderidas. 

Esse estudo apresentou limitações especialmente quanto a maneira e mesmo 

quanto a concentração mais adequada de nanopartículas de Ag a serem 

acrescentadas ao polímero. Ainda, a forma que essas nanopartículas se
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 encontravam, ou seja, dispersas em solução aquosa, também pode ter limitado a 

ação antimicrobiana dos nanocompósitos PMMA/Ag devido a sua 

homogeneização inadequada na massa polimérica. Assim, acreditamos que o 

mérito do presente trabalho esteja especialmente relacionado com o 

direcionamento de pesquisas futuras para se buscar uma forma mais adequada de 

apresentação e inserção dessas nanopartículas a polímeros a base de PMMA. O 

desenvolvimento de nanopartículas na forma de pó e até mesmo um 

processamento do nanocompósito para favorecer a localização destas partículas 

próximas a superfície polimérica seriam sugestões para outros trabalhos para que 

essas principais limitações fossem superadas.  

Outras pesquisas avaliando-se a efetividade antimicrobiana somente das 

nanopartículas de Ag sobre biofilmes simples e/ou compostos e em estágios 

iniciais e de maturação dos mesmos também seriam oportunas para obtenção de 

um material polimérico com melhores propriedades antimcirobianas. 
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5. Conclusão 

O presente estudo mostrou que a incorporação de nanopartículas de Ag à 

resina acrílica reduziu a adesão fúngica para os grupos com partículas de tamanho 

5 nm e concentrações de 0,05% e 0,5%, sugerindo uma ação antimicrobiana do 

nanocompósito no que diz respeito ao controle no desenvolvimento de biofilme de 

Candida albicans. 
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Figura 1. Ilustração esquemática da síntese de nanopartículas de prata na forma 
coloidal por meio da redução dos íons prata do nitrato de prata pelo citrato de 
sódio. 
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Figura 2. Gráfico de absorbância versus comprimento de onda do colóide obtido 
a partir da reação de redução da prata pelo citrato de sódio na temperatura de 
97ºC. O gráfico mostra a banda plasmon de absorção característica de 
nanopartículas de prata. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



64 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. MEV das nanopartículas de prata sintetizadas via redução dos íons 
prata do nitrato de prata pelo citrato. O substrato de silício foi degradado por 
KOH por 2 horas, a prata coloidal foi depositada sobre o substrato e secada para 
se obter a imagem. Essa técnica ilustra claramente a forma e o tamanho das 
nanopartículas de prata. a) os pontos claros representam nanopartículas de prata 
com tamanho médio de 5 nm. Aumento: 230Kx; b) os aglomerados em tonalidade 
esbranquiçada representam nanopartículas de prata com tamanho médio de 10 nm. 
Aumento: 120 Kx. 
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Figura 4. MET das nanopartículas de prata em campo claro (a) e escuro (b), em 
aumentos de 500Kx e 150Kx, respectivamente.Uma gota da solução coloidal de 
nanopartículas de prata nos tamanhos médios de 5 nm (a) e 10 nm (b) foi 
depositada sobre grades de cobre recobertas com filme fino de carbono para as 
tomadas micrográficas. Os pontos escuros indicam as nanopartículas de prata. 
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Figura 5. Difratograma de raios-X das nanopartículas de prata em substrato de 
silício com seus planos de reflexão indexados. 
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Figura 6. Gráfico dos postos médios de UFC/mL referentes ao número de 
colônias para os grupos avaliados. 
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Figura 7. Desenvolvimento de biofilme por C. albicans sobre as superfícies 
poliméricas imediatamente (t0) e cerca de 15 segundos (t1) após a remoção dos 
espécimes do meio de cultura ASD dos grupos: Controle; A) nanocompósitos com 
concentração de 0,05% de nanopartículas de prata; B) nanocompósitos com 0,5% 
e C) nanocompósitos com 5% de nanopartículas de prata. 
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Figura 8. Imagens de MEV evidenciando desenvolvimento de biofilme por C. 
albicans sobre as superfícies poliméricas com 5 horas (t1), 12 horas (t2) e 24 horas 
(t3) dos grupos: Controle; A) nanocompósitos com concentração de 0,05% de 
nanopartículas de prata; B) nanocompósitos com concentração de 0,5% de 
nanopartículas de prata; C) nanocompósitos com concentração de 5% de 
nanopartículas de prata. 
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Figura 9. Imagens de MEV evidenciando desenvolvimento de biofilme por C. 
albicans sobre as superfícies poliméricas com 5 horas (t1), 12 horas (t2) e 24 horas 
(t3) dos grupos: Controle; A) nanocompósitos com concentração de 0,05% de 
nanopartículas de prata; B) nanocompósitos com concentração de 0,5% de 
nanopartículas de prata; C) nanocompósitos com concentração de 5% de 
nanopartículas de prata. 
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Anexo AAnexo AAnexo AAnexo A    ----    Materiais e MétodosMateriais e MétodosMateriais e MétodosMateriais e Métodos    
 

 

1. Síntese de nanopartículas de prata 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 1. a) Soluções de nitrato de prata e citrato de sódio utilizadas na síntese das 
nanopartículas de prata; b) balão de fundo redondo conectado a um condensador e ao 
espectrofotômetro de UV/Vis, contendo no seu interior as soluções que foram mantidas 
sob agitação magnética e aquecimento a 97ºC por cerca de 10 minutos. 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 2. Solução coloidal de nanopartículas de prata com tonalidade amarelo âmbar, 
que é um dos indicativos da formação destas nanopartículas. 
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Para análise da solução coloidal por espectroscopia de absorção no UV-

Vis foi montado um sistema composto por uma bomba peristáltica e uma cubeta 

de análise adaptada de forma a proporcionar a análise on-line da reação de 

formação das nanopartículas pela banda plasmon, na região de 190 a 800nm 

(Figura 3). As nanopartículas de prata também foram caracterizadas 

qualitativamente por difração de raios-X para que se conhecesse a estrutura 

cristalina das mesmas. O difratômetro de raios-X (Figura 4) operou na faixa 2θ de 

20 a 110 graus, voltagem de 40 KV, corrente de 40 mA, fenda divergente de 1,0 

mm, fenda de coleta de 0,2 mm e acumulação para leitura a cada 0,02 segundo. A 

amostra foi preparada gotejando o colóide sobre um substrato de silício e 

aguardando-se a secagem do mesmo à temperatura ambiente. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Espectrofotômetro UV-Vis Shimadzu Multspec 1501 utilizado durante a 
síntese para acompanhar a formação das nanopartículas de prata. 
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Figura 4. Difratômetro de raios-X, Rigaku DMax-2000PC, com anodo rotatório e 
radiação CuKα (λ = 1,5418 Å), utilizado para confirmar a presença de prata na solução 
coloidal. 
 

 

2. Adição da solução coloidal de nanopartículas de prata ao PMMA e 

processamento da resina acrílica 

Para obtenção dos espécimes foram confeccionados moldes em silicone 

para inclusão por meio de uma matriz metálica com diâmetro interno de 21 mm e 

altura de 6 mm, apresentando no seu interior uma réplica maciça em metal do 

espécime de resina acrílica. Essa réplica de metal foi localizada centralmente no 

interior da matriz e apresentou diâmetro de 10 mm e altura de 3,0 mm. Os moldes 

em silicone foram obtidos através da condensação manual desse material no 

interior da matriz e aguardou-se a polimerização final do silicone (Figura 5). 

Os moldes foram fixados com adesivo (Cola Tenaz Loctite, Henkel Ltda, 

São Paulo, São Paulo, Brasil) sobre uma lâmina de vidro retangular (75 mm x 45 

mm x 5 mm) e seu interior foi preenchido com cera utilidade (Wilson, Polidental  
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Ind. e Com. Ltda, Cotia, São Paulo, Brasil) (Figura 6). 

O conjunto lâmina de vidro + moldes em silicone foi incluído em mufla 

metálica com gesso pedra tipo III. Após o gesso tomar presa, uma outra lâmina de 

vidro com as mesmas dimensões citadas anteriormente foi posicionada sobre os 

moldes já incluídos em gesso e fixada com cera utilidade. A contra-mufla foi 

então preenchida com gesso pedra tipo III e o conjunto foi levado para uma prensa 

hidráulica para eliminação dos excessos de gesso (Figura 7). Após a presa do 

gesso a mufla foi aberta, a cera removida do interior dos moldes e a superfície do 

vidro foi limpa com acetona pura (Labsynth Produtos para Laboratórios Ltda, 

Diadema, São Paulo, Brasil) (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5. a) Matriz metálica com réplica maciça do espécime de resina acrílica 
localizada centralmente em sua base, e anel metálico removível; b) condensação manual 
do silicone no interior da matriz metálica; c) silicone no interior da matriz após 
condensação deste material; d) molde em silicone vazado já pronto. 



76 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. a) Moldes em silicone fixados sobre uma lâmina de vidro; b) interior dos 
moldes preenchidos com cera utilidade. 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. a) Moldes em silicone preenchidos com cera utilidade e incluídos em gesso no 
interior da mufla; b) lâmina de vidro posicionada sobre os moldes incluídos e fixada com 
cera utilidade; c) encaixe da contra-mufla e preenchimento da mesma com gesso pedra 
tipo III; d) prensagem da mufla metálica e eliminação dos excessos de gesso. 
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Figura 8. a) Remoção da cera utilidade do interior dos moldes em silicone com auxílio 
de um hollemback; b) eliminação dos resíduos de cera com algodão e acetona pura; c) 
interior dos moldes limpos e prontos para receberem a resina acrílica; d) lâmina de vidro 
posicionada na superfície do gesso pedra da contra-mufla. 

 

 

A resina acrílica Lucitone 550 (Figura 9) foi proporcionada de acordo com 

as instruções do fabricante. Para cada espécime utilizou-se a proporção de 4 g de 

pó / 1,9 mL de líquido. Com auxílio de uma pipeta automática (Acura electro 925, 

Socorex Isba S/A, Ecublens, Lausanne, Suíça), a solução contendo as 

nanopartículas de prata com tamanhos médios de 5 e 10 nm foi adicionada ao 

componente líquido da resina acrílica nas concentrações de 0% (0 µL), 0,05% (2 

µL), 0,5% (20 µL) e 5% (200 µL) baseadas na massa do polímero (4g).  
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Figura 9. a) Resina acrílica; b) solução coloidal de nanopartículas de prata para ser 
adicionada ao PMMA. 

 

 

A solução coloidal de nanopartículas de prata adicionada o componente 

líquido da resina acrílica foi agitada com auxílio de uma espátula 36 (Millenium, 

Golgran Ind. e Com. de Instrumental Odontológico Ltda, São Paulo, São Paulo, 

Brasil) no interior de potes de vidro para homogeinização. Em seguida, o pó foi 

adicionado ao líquido e homeogeinizado (Figura 10), então ao atingir a fase 

plástica, a resina acrílica contendo as nanopartículas de prata foi condensada no 

interior dos moldes em silicone. Na seqüência, a mufla foi fechada e levada sob a 

prensa hidráulica. Realizou-se uma prensagem inicial para eliminação dos 

excessos de resina acrílica e uma prensagem final. A carga utilizada durante a 

prensagem inicial foi de 0,5 tonelada e na prensagem final cargas graduais de 0,5, 

0,8 e 1 tonelada. Ao atingir-se 1 tonelada de pressão, a mufla foi mantida sob a 

prensa por 30 minutos. Posteriormente, a mufla foi retirada da prensa hidráulica, 

colocada em uma prensa de mão (Dentária Campineira Ltda, Campinas, São 

Paulo, Brasil) e levada para a polimerização em banho de água quente por 1,5 
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horas a 73°C seguidos de 30 minutos a 100ºC em uma termopolimerizadora 

automática (Termopolimerizadora Solab, Solab Equipamentos para Laboratório 

Ltda, Piracicaba, São Paulo, Brasil) (Figura 11). Após a polimerização, a mufla 

foi resfriada sobre bancada por uma noite e os espécimes foram desincluídos. 

Após a desinclusão os espécimes foram submetidos a acabamento para 

remoção das irregularidades das bordas (Figura 12), com auxílio de um 

micromotor e broca minicut. Então foram realizadas três mensurações da altura e 

do diâmetro dos espécimes com um paquímetro digital (Paquímetro Digital 

Digimatic, Mitutoyo Sul Americana Ltda, Santo Amaro, SP, Brasil). 

Para cada concentração e tamanho de nanopartículas de prata foram 

confeccionados 30 espécimes para o ensaio de adesão, 1 para a microscopia de luz 

e 1 para a microscopia eletrônica de varredura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. a) Espátula, pote de vidro e tampa utilizados para a mistura do polímero, 
monômero e colóide de prata; b) mistura da solução coloidal de nanopartículas de prata 
com o monômero; c) acréscimo do polímero à solução de monômero contendo o colóide 
de prata. 



80 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Termopolimerizadora Solab, utilizada para a polimerização dos espécimes de 
resina acrílica. 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Aspecto dos espécimes após desinclusão e acabamento, onde pode se verificar 
a superfície lisa dos mesmos. a) Espécimes com maior concentração de nanopartículas de 
prata (5%); b) espécimes do grupo controle. 

 

 

3. Esterilização dos espécimes 

Os espécimes foram embalados em papel grau cirúrgico e submetidos a 

um ciclo de esterilização por radiação realizada com uma fonte de Co-60 tipo 

“Gammacell 220” com dose de 25kGy. Este processo foi realizado com a 
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colaboração do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN) (Figura 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Espécimes embalados separadamente por grupo em papel grau cirúrgico. 
Aspecto após sua esterilização. 

 

5. Candida albicans e condições de crescimento 

O microorganismo Candida albicans liofilizado (cepa padrão ATCC 10231 

– Instituto Adolfo Lutz – Divisão de Biologia Médica, São Paulo, SP, Brasil) 

(Figura 14) foi ativado através da sua diluição em solução de NaCl 0,9% com 

posterior semeadura em placas de Petri contendo meio de cultura ágar Sabourraud 

(ASD) (Agar Sabouraud Dextrose, Becton Dickinson France SAS, Le Pont de 

Claix, France) (Figura 15) e incubação a 37ºC por 48 horas em aerobiose. 

 

 

 

 
 
 
Figura 14. Candida albicans cepa padrão ATCC10231 liofilizada 
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Figura 14. a) Meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose (ASD), Difco; b) meio de 
cultura Caldo Sabouraud com Dextrose (CSD), Difco. 
 

 

4. Confecção da Curva Padrão do número de UFC/mL de acordo com a 

densidade óptica em espectrofotômetro UV/Vis 

Para a padronização da concentração de células (UFC / mL) na suspensão 

de Candida albicans utilizada no presente estudo, foi confeccionada uma curva 

padrão em espectrofotômetro UV/Vis (Espectrofotômetro UV/Vis – 1800, 

Shimadzu Corporation, Nakagyo-Ku, Kyoto, Japão) (Figura 16). 

Para isso foram obtidas suspensões de Candida albicans em solução de 

NaCl 0,9% com concentrações variadas e aleatórias que tiveram suas absorbâncias 

medidas com auxílio de espectrofotômetro com comprimento de onda visível de 

530 nm. Os microorganismos utilizados para a obtenção das suspensões 
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apresentavam crescimento em ASD por 24 horas a 37ºC em condições de 

aerobiose. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 Espectrofotômetro UV/VIS 1800, utilizado para ajustar e padronizar a 
concentração de microorganismos nas suspensões para inoculação de meio de cultura. 

 

 

Após a leitura das absorbâncias, foram obtidas diluições seriadas de cada 

suspensão até a diluição 10-4. Cem microlitros de cada diluição foi plaqueado em 

triplicata em ASD e após 48 horas de incubação a 37ºC em aerobiose, o número 

de colônias formadas para a diluição 10-4 foi contado (Contador de colônias 

eletrônico CP 600 Plus, Phoenix Indústria e Comércio de Equipamentos 

Científicos Ltda, Araraquara, São Paulo, Brasil) (Figura 17) para cada 

concentração de células acrescentadas aleatoriamente em NaCl 0,9%. Assim, 

pôde-se relacionar cada valor de absorbância com o número de células plaqueadas 

em ASD. 
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Figura 16. Contador eletrônico de colônias CP 600 Plus, Phoenix, utilizado para a 
contagem de colônias. 

 

 

Para obtenção dos valores em UFC/mL em cada valor de absorbância, 

utilizou-se a seguinte equação matemática: 

UFC/mL = média aritmética do no de colônias da triplica X fator de diluição (104) 

X volume de suspensão plaqueado (10). 

Com isso conseguimos determinar a concentração de células/mL da 

suspensão de microorganismos de acordo com o valor de absorbância obtido com 

densidade óptica (OD) de 530 nm e utilizar uma suspensão com concentração de 

células padronizada. 
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5. Ensaio de adesão do microorganismo Candida albicans à superfície 

polimérica 

Para o teste de adesão fúngica, suspensões de Candida albicans em NaCl 

0,9% foram ajustadas a concentração de 1,1 x 107 UFC/mL com OD530nm
. Um 

volume de 0,1 mL dessa suspensão foi utilizado para inocular 9,9 mL de meio de 

cultura CSD previamente preparados e autoclavados. A partir daí, o meio de 

cultura já com o inóculo foi ajustado para a concentração de 1,1 x 105 UFC/mL.  

Em seguida, os espécimes estéreis foram adicionados ao meio inoculado e 

foram incubados a 37ºC por 24 horas em condições de aerobiose (Figura 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. a) remoção dos espécimes estéreis do papel grau cirúrgico; b) colocação dos 
espécimes nos tubos de ensaio contendo CSD inoculado com C. albicans; c) espécimes no 
interior de tubos de ensaio previamente à sua incubação em aerobiose por 24 horas. 

 

Após a incubação, os espécimes foram removidos dos tubos de ensaio e 

lavados com solução de NaCl 0,9% de forma breve e por cinco períodos, com 

auxílio de placas de microtitulação com 12 poços e de fundo chato, a fim de 

remover microorganismos fracamente aderidos (Figura 19). 
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Figura 18. Espécime sendo lavado de forma breve em NaCl 0,9% uma vez em cada poço 
da placa de microtitulação, totalizando 5 poços, para remoção das células fúngicas 
fracamente aderidas. 

 

 

A seguir, os espécimes foram imersos em 10 mL de solução de NaCl 0,9% 

e agitados em vortex (Agitador de tubos Vortex AP 56, Phoenix Indústria e 

Comercio de Equipamentos Científicos Ltda, Araraquara, São Paulo, Brasil) 

durante 1 minuto (Figura 20) e em seguida deixados em repouso por 9 minutos. 

Após este período, os tubos foram novamente agitados por 1 minuto, a fim de 

desprender microorganismos ainda aderentes. Diluições de 10-1 foram obtidas a 

partir dessa solução inicial em que os espécimes foram imersos e agitados. 

Com auxílio de uma pipeta, três alíquotas de 10µL da suspensão de 

microorganismos na diluição 10-1 foram depositadas equidistantes em uma 

extremidade da placa de Petri contendo ASD. Em seguida, a placa foi vertida de 

modo que a suspensão escorresse lineramente e percorresse todo o diâmetro da 

placa, formando assim, três fileiras onde cada uma representou uma placa de Petri 

na técnica da triplicata em três placas individuais (Figura 21). As placas foram, 
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então, incubadas por 48 horas a 37ºC em condições de aerobiose, e em seguida 

realizou-se a contagem do número de colônias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Espécime em tubo de ensaio com 10 mL de NaCl 0,9% estéril sendo agitado 
em vortex para desprendimento das células fúngicas aderidas à superfície polimérica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 20. a) Meio ASD sendo inoculado com 3 alíquotas de 10 µL cada. O inóculo 
correspondeu a diluição 10-1 da solução de NaCl 0,9% na qual o espécime foi agitado em 
vórtex para remoção das células aderidas em sua superfície; b) placa de Petri sendo 
inclinada para que as alíquotas escorresem e percorressem todo o diâmetro da placa. 
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6. Avaliação do crescimento de Candida albicans sobre a superfície 

polimérica 

Após seu crescimento em ASD por 24 horas a 37ºC em aerobiose, as 

células de Candida albicans foram adicionadas em solução de NaCl 0,9% e 

tiveram sua concentração ajustada para 1,1 – 1,5 x 105 UFC/mL (OD530nm) em 

espectrofotômetro UV/Vis. 

Em seguida, 100µL dessa suspensão foram inoculados com auxílio de 

alças de Drigalski em placas de Petri contendo meio ASD. Imediatamente após a 

inoculação, os espécimes estéreis foram posicionados sobre a superfície do meio 

de cultura inoculado (Figura 22). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. a) Meio ASD sendo vertido em placa de Petri; b) inserção do inóculo; c) 
inóculo sendo espalhado com alça de Drigalsky; d) posicionamento dos espécimes 
imediatamente após a inoculação do meio de cultura. 
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Após incubação de 48 horas a 37ºC em aerobiose (Figura 23), os 

espécimes foram removidos das placas e imediatamente submetidos à análise em 

microscópia de luz (Microscópio Axiostar Plus, Carl Zeiss de México S. A. de C. 

V., Santa Catarina, Coyoacan, México) (Figura 24) para se verificar o crescimento 

fúngico sobre sua superfície. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 22. Espécimes sobre o meio ASD inoculado após 48 horas de incubação a 37ºC, 
previamente a análise por microscopia de luz. a) nanocompósitos com maior 
concentração de nanopartículas de prata (5%); b) espécimes do grupo controle. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 23. Microscópio de luz, Axiostar Plus, utilizado para análise do crescimento 
fúngico sobre a superfície dos espécimes de resina. 



90 

 

7. Análise crescimento de Candida albicans sobre a superfície do polímero 

através de microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

Um espécime de cada grupo foi analisado por MEV. Para isso, os 

espécimes foram incubados em placas de microtitulação com 12 poços contendo 

3,96 mL de CSD inoculado com 40 µL de suspensão de Candida albicans (OD530) 

1,1 x 107 UFC/mL em cada poço, de modo que se obteve no final uma 

concentração de microorganismos de 1,1 x 105 UFC/mL (Figura 25). Os 

espécimes foram mantidos em estufa a 37º C por 5, 12 e 24 horas, em seguida, 

foram removidos cuidadosamente dos poços e lavados em PBS para remoção das 

células fúngicas fracamente aderidas. Posteriormente, os espécimes foram imersos 

em glutaraldeído 2,5% (Merck KGaA, Darmstadt, Hesse, Alemanha) à 

temperatura de 4ºC por 2 horas. Então, foram novamente lavados em PBS por 3 

períodos de 5 minutos cada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. a) Meio de cultura CSD em placa de microtitulação sendo inoculado para 
posterior adição dos espécimes; b) espécimes imersos em CSD inoculado préviamente à 
incubação. 
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A desidratação dos espécimes foi realizada com imersões sucessivas em 

concentrações seriadas de álcool 70%, 95% por 10 minutos e três imersões em 

álcool 100% por 10 minutos. Imediatamente após, os espéimes foram imersos em 

hexametildesilazane 98% (Merck KGaA, Darmstadt, Hesse, Alemanha) por dois 

períodos de 20 segundos cada e secos à temperatura ambiente. 

Após a fixação e deisdratação os espécimes foram montados em stubs, 

submetidos à metalização áurica utilizando um metalizador (Balzers SCD-004, 

Liechtenstein, Germany) para tornar a amostra condutora (1KV, 150Ap) (Figura 

26). A espessura do filme de ouro que cobriu os espécimes foi de 10 nm (Figura 

27). Os espécimes metalizados foram, então, examinados por meio da MEV 

(Microscópio eletrônico XL30 TMP, Philips, Eindhoven, Netherlands) (Figura 

28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. a) Metalizador Balzers SCD-004 utilizado para o recobrimento áurico dos 
espécimes; b) espécimes sendo submetidos ao recobrimento com ouro para análise por 
MEV. 
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Figura 26. Espécimes logo após o recobrimento com filme de ouro de 10 nm de 
espessura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 27. Microscópio Eletrônico de Varredura XL30 TMP, Philips utilizado para 
análise do crescimento de microorganismos na superfície polimérica em diferentes 
tempos. 
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Anexo BAnexo BAnexo BAnexo B    ----    ResultadosResultadosResultadosResultados    
 

 

Tabela 1. Média do número de colônias e UFC/mL de cada espécime analisado do grupo 
controle. 

Número de colônias – Controle 
Espécime  Triplicata  Média UFC/mL 

  1 2 3   
1 10 20 0 10 1000 
2 20 10 0 10 1000 
3 10 20 30 20 2000 
4 30 10 0 13,33 1333,33 
5 20 20 10 16,67 1666,67 
6 90 110 80 93,33 9333,33 
7 30 0 0 10 1000 
8 40 20 10 23,33 2333,33 
9 50 30 50 43,33 4333,33 
10 20 30 30 26,67 2666,67 
11 10 10 20 13,33 1333,33 
12 70 40 40 50 5000 
13 40 70 100 70 7000 
14 50 90 40 60 6000 
15 130 80 120 110 11000 
16 40 90 30 53,33 5333,33 
17 30 60 30 40 4000 
18 70 40 70 60 6000 
19 30 20 40 30 3000 
20 20 0 10 10 1000 
21 0 20 30 16,67 1666,67 
22 30 10 20 20 2000 
23 0 20 10 10 1000 
24 50 70 90 70 7000 
25 10 30 10 16,67 1666,67 
26 0 40 0 13,33 1333,33 
27 10 0 0 3,33 333,333 
28 100 50 50 66,67 6666,67 
29 10 0 20 10 1000 
30 40 30 10 26,67 2666,67 

        33,89 3388,89 
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Tabela 2. Média do número de colônias e UFC/mL de cada espécime analisado do grupo 
de nanocompósito com concentração de 0,05% de nanopartículas com tamanho médio de 
5 nm. 
 
Número de colônias – PMMA/Ag com nanopartículas de tamanho médio de  

5 nm – concentração 0,05% 
Espécime  Triplicata  Média UFC/mL 

  1 2 3   
1 0 10 0 3.33 333,33 
2 0 30 0 10 1000 
3 50 40 20 36,67 3666,67 
4 0 0 10 3,33 333,33 
5 10 0 0 3,33 333,33 
6 10 40 10 20 2000 
7 20 40 40 33,33 3333,33 
8 0 0 20 6,67 666,67 
9 20 30 0 16,67 1666,67 
10 10 10 30 16,67 1666,67 
11 60 80 20 53,33 5333,33 
12 0 0 10 3,33 333,33 
13 10 30 10 16,67 1666,67 
14 0 20 40 20 2000 
15 0 10 0 3,33 333,33 
16 80 10 20 36,67 3666,67 
17 0 10 10 6,67 666,67 
18 0 0 0 0 0 
19 10 30 10 16,67 1666,67 
20 30 0 0 10 1000 
21 10 30 30 23,33 2333,33 
22 40 20 20 26,67 2666,67 
23 20 0 20 13,33 1333,33 
24 10 0 0 3,33 333,33 
25 20 70 10 33,33 3333,33 
26 10 10 40 20 2000 
27 0 10 0 3,33 333,33 
28 0 10 0 3,33 333,33 
29 10 30 10 16,67 1666,67 
30 0 0 10 3,33 333,33 

        15,44 1544,44 
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Tabela 3. Média do número de colônias e UFC/mL de cada espécime analisado do grupo 
de nanocompósito com concentração de 0,05% de nanopartículas com tamanho médio de 
10 nm. 
 
Número de colônias – PMMA/Ag com nanopartículas de tamanho médio de      

10 nm – concentração 0,05% 
Espécime  Triplicata  Média UFC/mL 

  1 2 3   
1 20 40 60 40 4000 
2 10 10 10 10 1000 
3 20 50 40 36,67 3666,67 
4 0 0 0 0 0 
5 0 10 0 3,33 333,33 
6 0 0 0 0 0 
7 10 10 0 6,67 666,67 
8 10 0 10 6,67 666,67 
9 20 10 0 10 1000 
10 0 10 10 6,67 666,67 
11 20 10 10 13,33 1333,33 
12 30 0 40 23,33 2333,33 
13 10 10 20 13,33 1333,33 
14 30 30 60 40 4000 
15 30 30 20 26,67 2666,67 
16 30 20 10 20 2000 
17 20 10 10 13,33 1333,33 
18 0 0 10 3,33 333,33 
19 0 40 40 26,67 2666,67 
20 0 10 10 6,67 666,667 
21 110 100 20 76,67 7666,67 
22 10 40 20 23,33 2333,33 
23 0 130 50 60 6000 
24 10 20 10 13,33 1333,33 
25 60 70 120 83,33 8333,33 
26 10 10 0 6,67 666,67 
27 0 10 40 16,67 1666,67 
28 20 20 10 16,67 1666,67 
29 20 10 10 13,33 1333,33 
30 10 10 20 13,33 1333,33 

        21 2100 
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Tabela 4. Média do número de colônias e UFC/mL de cada espécime analisado do grupo 
de nanocompósito com concentração de 0,5% de nanopartículas com tamanho médio de 5 
nm. 
 
Número de colônias – PMMA/Ag com nanopartículas de tamanho médio de        

5 nm – concentração 0,5% 
Espécime  Triplicata  Média UFC/mL 

  1 2 3   
1 50 40 5 31,67 3166,67 
2 10 10 2 7,33 733,33 
3 0 0 1 0,33 33,33 
4 10 10 1 7 700 
5 50 80 3 44,33 4433,33 
6 50 50 1 33,67 3366,67 
7 20 20 1 13,67 1366,67 
8 10 10 4 8 800 
9 50 20 1 23,67 2366,67 
10 10 10 0 6,67 666,667 
11 10 20 2 10,67 1066,67 
12 20 10 1 10,33 1033,33 
13 30 70 8 36 3600 
14 30 20 2 17,33 1733,33 
15 0 20 0 6,67 666,67 
16 0 10 2 4 400 
17 10 10 0 6,67 666,67 
18 60 70 3 44,33 4433,33 
19 10 10 0 6,67 666,67 
20 0 0 1 0,33 33,33 
21 60 10 2 24 2400 
22 0 0 1 0,33 33,33 
23 0 0 1 0,33 33,33 
24 0 0 3 1 100 
25 10 0 0 3,33 333,33 
26 20 30 4 18 1800 
27 10 20 1 10,33 1033,33 

        13,95 1395,06 
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Tabela 5. Média do número de colônias e UFC/mL de cada espécime analisado do grupo 
de nanocompósito com concentração de 0,5% de nanopartículas com tamanho médio de 
10 nm. 

 
Número de colônias – PMMA/Ag com nanopartículas de tamanho médio de      

10 nm – concentração 0,5% 
Espécime  Triplicata  Média UFC/mL 

  1 2 3   
1 10 10 50 23,33 2333,33 
2 10 10 0 6,67 666,67 
3 0 0 10 3,33 333,33 
4 10 10 10 10 1000 
5 10 10 10 10 1000 
6 10 0 0 3,33 333,33 
7 20 30 20 23,33 2333,33 
8 20 60 10 30 3000 
9 20 10 10 13,33 1333,33 
10 0 0 10 3,33 333,333 
11 10 10 30 16,67 1666,67 
12 30 10 10 16,67 1666,67 
13 0 10 50 20 2000 
14 30 0 10 13,33 1333,33 
15 10 10 0 6,67 666,67 
16 10 30 20 20 2000 
17 0 0 10 3,33 333,33 
18 30 20 10 20 2000 
19 20 0 30 16,67 1666,67 
20 20 30 20 23,33 2333,33 
21 30 10 20 20 2000 
22 0 0 20 6,67 666,67 
23 0 10 0 3,33 333,33 
24 60 10 70 46,67 4666,67 
25 0 10 0 3,33 333,33 
26 50 60 90 66,67 6666,67 
27 0 20 20 13,33 1333,33 
28 30 20 10 20 2000 
29 0 0 10 3,33 333,33 
30 10 30 20 20 2000 

        16,22 1622,22 
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Tabela 6. Média do número de colônias e UFC/mL de cada espécime analisado do grupo 
de nanocompósito com concentração de 5% de nanopartículas com tamanho médio de 5 
nm. 

 
Número de colônias – PMMA/Ag com nanopartículas de tamanho médio de  

5 nm – concentração 5% 
Espécime  Triplicata  Média UFC/mL 

  1 2 3   
1 10 20 0 10 1000 
2 30 0 20 16,67 1666,67 
3 10 20 0 10 1000 
4 10 40 40 30 3000 
5 0 0 0 0 0 
6 40 10 30 26,67 2666,67 
7 10 20 20 16,67 1666,67 
8 10 30 40 26,67 2666,67 
9 10 20 0 10 1000 
10 0 0 10 3,33 333,33 
11 20 50 20 30 3000 
12 50 50 70 56,67 5666,67 
13 0 10 0 3,33 333,33 
14 10 10 10 10 1000 
15 30 20 0 16,67 1666,67 
16 40 30 20 30 3000 
17 30 20 10 20 2000 
18 10 10 10 10 1000 
19 0 0 10 3,33 333,33 
20 30 40 40 36,67 3666,67 
21 0 10 10 6,67 666,67 
22 0 0 10 3,33 333,33 
23 50 50 60 53,33 5333,33 
24 20 0 0 6,67 666,67 
25 10 20 0 10 1000 
26 20 0 0 6,67 666,67 
27 20 20 0 13,33 1333,33 
28 10 10 0 6,67 666,67 
29 20 10 0 10 1000 
30 20 10 0 10 1000 

        16,44 1644,44 
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Tabela 7. Média do número de colônias e UFC/mL de cada espécime analisado do grupo 
de nanocompósito com concentração de 5% de nanopartículas com tamanho médio de 10 
nm. 
 
Número de colônias – PMMA/Ag com nanopartículas de tamanho médio de  

10 nm – concentração 5% 
Espécime  Triplicata  Média UFC/mL 

  1 2 3   
1 30 10 40 26.67 2666.67 
2 0 0 10 3.33 333.33 
3 10 40 30 26.67 2666.67 
4 60 70 40 56.67 5666.67 
5 40 50 80 56.67 5666.67 
6 10 0 0 3.33 333.33 
7 10 0 0 3.33 333.33 
8 10 20 30 20 2000 
9 30 0 10 13.33 1333.33 
10 70 30 20 40 4000 
11 40 60 50 50 5000 
12 0 0 20 6.67 666.67 
13 10 40 30 26.67 2666.67 
14 40 20 10 23.33 2333.33 
15 30 20 20 23.33 2333.33 
16 0 0 10 3.33 333.33 
17 20 0 0 6.67 666.67 
18 30 0 10 13.33 1333.33 
19 10 20 10 13.33 1333.33 
20 30 10 60 33.33 3333.33 
21 20 10 70 33.33 3333.33 
22 30 40 80 50 5000 
23 10 10 10 10 1000 
24 20 0 0 6.67 666.67 
25 40 20 10 23.33 2333.33 
26 80 120 80 93.33 9333.33 
27 40 30 40 36.67 3666.67 
28 20 20 10 16.67 1666.67 
29 80 40 80 66.67 6666.67 
30 20 10 0 10 1000 

        26.56 2655.56 
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Tabela 8. Análise estatística com teste de Teste de Kruskal – Wallis. 

 Resultados    

H =  18,5912    
Graus de liberdade =  6    

(p) Kruskal – Wallis =  0,0049    

R 1 =  4120,0000    

R 2 =  2808,0000    

R 3 =  3674,5000    

R 4 =  2260,5000    

R 5 =  2855,0000    

R 6 =  2695,5000    

R 7 =  3114,5000    

R 1 (posto médio) =  137,3333    

R 2 (posto médio) =  93,6000    

R 3 (posto médio) =  122,4833    

R 4 (posto médio) =  83,7222    

R 5 (posto médio) =  95,1667    

R 6 (posto médio) =  89,8500    

R 7 (posto médio) =  103,8167    

Comparações (método de Dunn) Dif. Postos Z calculado Z crítico P 
Postos médios 1 e 2 43,7333 2.8277 3,038 Ns 

Postos médios 1e 3 14,8500 0,9602 3,038 Ns 

Postos médios 1 e 4 53,6111 3,3739 3,038 < 0,05 

Postos médios 1 e 5  42,1667 2,7264 3,038 Ns 

Postos médios 1 e 6 47,4833 3,0702 3,038 < 0,05 

Postos médios 1 e 7 33,5167 2,1671 3,038 Ns 

Postos médios 2 e 3 28,8833 1,8675 3,038 Ns 

Postos médios 2 e 4 9,8778 0,6216 3,038 Ns 

Postos médios 2 e 5 1,5667 0,1013 3,038 Ns 

Postos médios 2 e 6 3,7500 0,2425 3,038 Ns 

Postos médios 2 e 7 10,2167 0,6606 3,038 Ns 

Postos médios 3 e 4 38,7611 2,4394 3,038 Ns 

Postos médios 3 e 5 27,3167 1,7662 3,038 Ns 

Postos médios 3 e 6 32,6333 2,1100 3,038 Ns 

Postos médios 3 e 7 18,6667 1,2069 3,038 Ns 

Postos médios 4 e 5 11,4444 0,7202 3,038 Ns 

Postos médios 4 e 6 6,1278 0,3856 3,038 Ns 

Postos médios 4 e 7 20,0944 1,2646 3,038 Ns 

Postos médios 5 e 6 5,3167 0,3438 3,038 Ns 

Postos médios 5 e 7 8,6500 0,5593 3,038 Ns 

Postos médios 6 e 7 13,9667 0,9031 3,038 Ns 
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Figura 28. Imagens obtidas através da MEV com modos de análises Scanning eletrons 
(SE) e Backscattering electrons (BSE). No modo BSE a imagem é gerada pela emissão 
de elétrons retroespalhados e demonstra diferenças composicionais na região selecionada 
da amostra. As imagens evidenciam a superfície do nanocompósito com pouco 
crescimento fúngico e grande quantidade de regiões com aglomerados de pontos mais 
claros, sendo um indicativo da presença de cálcio nessas regiões. A) nanocompósito com 
nanopartículas de tamanho 5 nm e concentração 0,05% (12 horas); B) nanocompósito 
com nanopartículas de tamanho 10 nm e concentração 0,05% (12 horas). 
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Figura 29. Imagens de MEV evidenciando presença de poros e/ou defeitos na superfície 
do nanocompósito com concentração de 5% de nanopartículas, e a localização de células 
de C. albicans no interior e adjascentes a essas áreas. A) nanocompósito com 
nanopartículas de tamanho 10 nm; B) nanocompósito com nanopartículas de tamanho 5 
nm. 
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Figura 30. Presença de células de C. albicans na forma de hifas e pseudohifas na 
superfície do nanocompósito. A) nanocompósito com concentração de 5% de 
nanopartículas de prata com tamanho 10 nm; B) nanocompósito com concentração de 
0,5% de nanopartículas de prata com tamanho 10nm. 
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