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Oliveira LP. Síntese, caracterização de fosfato de prata (Ag3PO4) e sua ação contra 
Candida albicans associado com luz LED [dissertação de mestrado]. Araraquara: 
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018. 
 

RESUMO 

Há diversas possibilidades para o controle microbiano, dentre elas, o uso de 
microcristais associados à prata (Ag), e a inativação fotodinâmica antimicrobiana (do 
inglês, aPDI). Devido à capacidade de fotoexcitação no comprimento de onda de luz 
azul, fosfato de prata (Ag3PO4) foi submetido à exposição a luz em 455nm. Este 
trabalho teve como objetivo sintetizar, caracterizar e verificar a capacidade 
fotocatalítica e antimicrobiana dos microcristais de Ag3PO4, utilizando culturas de C. 
albicans em suspensão e biofilme, na presença e ausência de luz. Os microcristais 
foram sintetizados pelo método da co-precipitação, e foram determinados o “gap” de 
energia e o espectro de absorção do material através de análise de espectro de UV-
VIS. Para caracterizar Ag3PO4, realizou-se a difração de raios-X (DRX), microscopia 
eletrônica de varredura por emissão de campo (MEV-EC) e atividade fotocatalítica 
(degradação de rodamina) após 4 exposições à luz. Para os ensaios microbiológicos 
(UFC/mL), determinou-se a concentração fungicida mínima (CFM) em suspensão e 
biofilme, na ausência e presença de luz (55,8 J/cm²). Para análise dos resultados, 
aplicou-se o teste de análise de variância de dois fatores, com teste posterior de 
Tukey. Os resultados demonstraram que o espectro de absorção abrange a faixa 
azul do comprimento de onda, apesar do maior sinal estar localizado na região de 
luz UV. Nos espectros de DRX observou-se a produção de prata cúbica e hexagonal 
no decorrer das exposições, juntamente com o aumento de material amorfo. Nas 
imagens de MEV-EC foi observado o tamanho dos microcristais (0,12 µm), os quais 
apresentaram morfologia arredondada, irregular e com natureza aglomerada, 
degradando-se após cada exposição à luz. Observou-se um aumento na atividade 
fotocatalítica de Ag3PO4, com aumento de velocidade na degradação do corante 
rodamina a cada novo ciclo. Nos testes microbiológicos em suspensão, as CFMs 
foram observadas (2000 e 250μg/mL) assim como em biofilme (4000 e 2000 μg/mL), 
na ausência e presença de luz, respectivamente. As imagens de MEV corroboraram 
com os dados de UFC/mL, no qual o microrganismo apresenta uma redução em seu 
crescimento ou deformação em sua morfologia quando comparada à sua forma 
arredondada padrão. Além disso, nas imagens de microscopia confocal à laser a 
quantidade de células mortas torna-se mais intensa à medida que as concentrações 
se aproximam da inibitória. Desta forma, através da síntese pelo método da co-
precipitação, o microcristal de Ag3PO4 apresentou excelente atividade fotocatalítica 
em comprimento de onda de 455 nm, com potencialização da atividade antifúngica 
na presença de luz na faixa azul. 

 
 

Palavras chave: Biofilmes. Fototerapia. Candida albicans. Antifúngicos.  



 

 

Oliveira LP. Synthesis, characterization of silver phosphate (Ag3PO4) and its action 
against Candida albicans associated with LED light [dissertação de mestrado]. 
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018. 
 

ABSTRACT 

 
There are several possibilities for microbial control, among them the use of 
microcrystals associated with silver (Ag), and antimicrobial photodynamic inactivation 
(aPDI). Due to the ability of photoexcitation in the blue light wavelength, silver 
phosphate (Ag3PO4) was subjected to light exposure at 455nm. Thus, the aim was to 
synthesize, characterize and verify the photocatalytic and antimicrobial capacity of 
Ag3PO4 microcrystals using cultures of C. albicans in planktonic and biofilm form, in 
the presence and absence of light. Microcrystals were synthesized by the co-
precipitation method, the energy band gap and the absorption spectrum of the 
material were determined by UV-VIS spectrum analysis. To characterize Ag3PO4, X-
ray diffraction (XRD), field emission scanning electron microscopy (FE-SEM) and 
photocatalytic activity (rhodamine degradation) were performed after 4 exposures to 
light. For the microbiological tests (CFU/mL), the minimum fungicidal concentration 
(MFC) in planktonic and biofilm was determined, in the absence and presence of light 
(55.8 J/cm²). To analyze the results, a two-way analysis of variance (ANOVA) was 
applied, followed by Tukey post-test. The results showed the absorption spectrum 
covers the blue wavelength range, although the largest peak is located in the UV light 
region. The XRD spectra produced cubic and hexagonal silver during the exposures, 
with an increase of amorphous material. The microcrystal size was observed (0.12 
μm) by FE-SEM images, with rounded and irregular morphology and agglomerated 
nature, degrading after each exposure to light. Besides, it was observed a gain in the 
photocatalytic activity of Ag3PO4, with an increasing rate of degradation on 
rhodamine dye at each new cycle. The MFCs were observed in the planktonic 
microbiological tests (2000 and 250 μg/mL) as well as in biofilm (4000 and 2000 
μg/mL), in the absence and presence of light, respectively. FE-SEM images 
corroborated with CFU/mL data, showing a reduction on microorganism growth or 
deformation in its morphology when compared to its standard rounded form. 
Moreover, the number of dead cells in the confocal laser microscopy images 
becomes more intense with the approach of inhibitory concentration. Thus, through 
the co-precipitation method, the microcrystal of Ag3PO4 showed excellent 
photocatalytic activity at a 455nm wavelength, with potentiation of antifungal activity 
in the presence of light over blue band. 
 

 

Keywords: Biofilms. Phototherapy. Candida albicans. Antifungal agents. 

  



 

 

SUMÁRIO  
 

1 INTRODUÇÃO ...................................................................................... 12 

2 PROPOSIÇÃO ...................................................................................... 14 

2.1 Objetivo Geral ...................................................................................... 14 

2.2 Objetivos Específicos ......................................................................... 14 

3 REVISÃO DE LITERATURA ................................................................ 15 

3.1 Candida spp. ........................................................................................ 15 

3.2 Prata e Microcristais Associados à Prata .......................................... 17 

3.3 Terapia Fotodinâmica e Inativação Fotodinâmica Antimicrobiana.. 20 

4 MATERIAL E MÉTODO ........................................................................ 23 

4.1 Materiais de Consumo ........................................................................ 23 

4.2 Instrumentos ....................................................................................... 24 

4.3 Equipamentos ..................................................................................... 25 

4.4 Métodos ............................................................................................... 28 

4.4.1 Síntese dos microcristais de fosfato de prata (Ag3PO4) ................... 28 

4.4.2 Espectro UV-VIS, caracterização e morfologia dos microcristais de 

fosfato de prata ................................................................................... 29 

4.4.2.1 Espectro de absorção ......................................................................... 29 

4.4.2.2 Espectroscopia de absorção na região ultravioleta-visível (Egap) . 30 

4.4.2.3 Difração de raios-X .............................................................................. 30 

4.4.2.4 Estudo da atividade fotocatalítica do fosfato de prata (Reciclagem)

 .............................................................................................................. 31 

4.4.2.5 Microscopia eletrônica de varredura com emissão de campo (MEV-

EC) e tamanho do microcristal de fosfato de prata .......................... 34 

4.4.3 Testes microbiológicos ...................................................................... 35 

4.4.3.1 Análise microbiológica em suspensão .............................................. 36 

4.4.3.1.1 Microrganismos e condições de cultivo ............................................ 36 

4.4.3.1.2 Determinação da concentração fungicida mínima (CFM) dos 

microcristais de Ag3PO4 sem exposição à luz .................................. 37 

4.4.3.1.3 Determinação da concentração fungicida mínima (CFM) dos 

microcristais de Ag3PO4
 com exposição à luz .................................. 38 

4.4.3.2 Análise microbiológica de biofilme em formação ............................. 39 



 

 

4.4.3.2.1 Determinação da concentração fungicida mínima (CFM) dos 

microcristais de Ag3PO4
 sem exposição à luz................................... 40 

4.4.3.2.2 Determinação da concentração fungicida mínima (CFM) dos 

microcristais de Ag3PO4
 com exposição à luz .................................. 41 

4.4.3.3 Análise por microscopia eletrônica de varredura por emissão de 

campo e confocal a laser .................................................................... 41 

 

4.4.3.3.1 Análise dos biofilmes de C. albicans através da microscopia 

eletrônica de varredura por emissão de campo (MEV-EC) .............. 41 

4.4.3.3.2 Análise dos biofilmes de C. albicans através de microscopia 

eletrônica confocal a laser ................................................................. 42 

4.5 Análise Estatística ............................................................................... 43 

5 RESULTADOS ..................................................................................... 44 

5.1 Espectro de Absorção ........................................................................ 44 

5.2 Espectroscopia de Reflectância no UV-VIS ....................................... 44 

5.3 Difração de Raios-X, Morfologia dos Microcristais e Fotocatálise .. 45 

5.4 Análises Microbiológicas ................................................................... 51 

5.4.1 Concentração fungicida mínima (CFM) e análises microscópicas .. 51 

6 DISCUSSÃO ......................................................................................... 61 

7 CONCLUSÃO ....................................................................................... 65 

                   REFERÊNCIAS ..................................................................................... 66 

                   APÊNDICE A – IMAGENS DE MEV-EC AMPLIADAS ......................... 76 

 

 



12 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

A estomatite protética afeta grande parte dos usuários de prótese 

removível. Sua etiologia é multifatorial, incluindo fatores demográficos (maior 

prevalência no gênero feminino, fumantes e portadores de doenças que 

comprometam o sistema imunológico) e uso da prótese (mal adaptação, aumento do 

tempo de uso, higiene deficiente, material rugoso na confecção da prótese e 

colonização microbiana na superfície da prótese, principalmente por Candida spp)1. 

Apesar de várias espécies de Candida serem encontradas na cavidade 

oral, destaca-se a presença de Candida albicans (C. albicans) 2,3. C. albicans vive 

em harmonia com outros microrganismos na cavidade oral, porém, fatores locais 

(má higienização da prótese ou problemas na adaptação) ou sistêmicos (vírus do 

HIV, câncer, má nutrição, diabetes, quimioterapia ou radioterapia) podem alterar este 

equilíbrio4,5. Além disso, Pereira et al.6 demonstrou uma possível associação entre a 

presença de Candida spp. e bactérias em estomatite protética, sugerindo que esses 

microrganismos desempenham um papel importante no desenvolvimento e 

persistência dessa doença.  

Atualmente são utilizadas estratégias de tratamento com agentes 

antifúngicos, dando destaque para miconazol7, nistatina e fluconazol, porém, com 

recorrência frequente8. Além disso, há uma procura por fármacos mais efetivos e 

que sejam menos tóxicos9.  

Dentre as possibilidades exploradas para o controle microbiano, a 

utilização de microcristais associados à prata (Ag) tem sido bastante pesquisada, 

não somente devido à sua atividade contra bactérias, fungos e vírus, mas também à 

baixa propensão de induzir resistência microbiana10,11. Vários compostos têm sido 

associados à Ag objetivando menor concentração desta. Dentre eles, destaca-se o 

molibdênio, formando o molibdato de prata (Ag2MoO4)12, o tungstênio, formando o 

tungstato de prata(Ag2WO4)13,14 e o fósforo, formando o fosfato de prata (Ag3PO4)15
. 

Fosfato de prata apresenta diversas aplicabilidades tecnológicas por 

possuir excelentes propriedades fotoluminescentes, fotocatalíticas, atividade 

bacteriostática e biocompatibilidade16–18, sendo esta última uma importante 

característica para utilização do material na área biomédica. A atividade 

antibacteriana do Ag3PO4 foi constatada com os microrganismos Escherichia coli (E. 

coli) em solução17,19 e Bacillus subtilis (B. subtilis) por ensaio de difusão em disco20. 
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O estudo de Jiang et al.21 demonstrou a capacidade antibacteriana e 

biocompatibilidade de fosfato de prata, no entanto, mais evidências ainda são 

necessárias para elucidar o mecanismo antifúngico do material contra C. albicans.  

É conhecido que fosfato de prata apresentam capacidade de 

fotodegradação quando expostos à espectros de luz22, sendo uma vantagem a sua 

utilização quando comparado aos fotossensibilizadores orgânicos, principalmente 

por possuírem maior estabilidade em diferentes condições biológicas, como: pH, 

força iônica e pressão.23–25. 

Há pesquisas envolvendo o uso da terapia fotodinâmica (do inglês, PDT), 

a qual utiliza um fotossensibilizador que, ao absorver luz incidida em comprimento 

de onda específico e na presença de oxigênio, gera oxigênio singleto e radicais 

livres, atuando na eliminação dos microrganismos26. A PDT já é utilizada para 

tratamentos em câncer27, e seu uso na odontologia abrange áreas como endodontia 

e periodontia, além de tratamento alternativo à estomatite protética26,28,29, que visam 

a inativação fotodinâmica antimicrobiana (do inglês aPDI)30. Há estudos que utilizam 

tanto a luz azul (espectro de luz seguro) quanto a vermelha31,32, a depender do sinal 

de absorção do composto utilizado. 

Apesar dos recursos terapêuticos utilizados para o tratamento da 

estomatite protética, sua recorrência ainda é constante. Visando a eliminação dos 

microrganismos presentes em sua etiologia, principalmente C. albicans, a aPDI 

apresenta-se como um possível tratamento alternativo. Porém, ainda não há na 

literatura uma associação entre a utilização de luz e microcristais de fosfato de prata 

para eliminação de C. albicans. O objetivo da exposição dos microcristais de Ag3PO4 

à luz se deve à sua fotoexcitação, pretendendo obter melhores resultados através da 

eliminação de uma maior quantidade de microrganismos devido à liberação de 

espécies reativas pela partícula. Assim, um estudo in vitro é necessário para 

definição dos parâmetros adequados para inativação fúngica.  
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2 PROPOSIÇÃO 

2.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar as propriedades dos microcristais de fosfato de prata e sua 

atividade antifúngica na presença e ausência de luz. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

• Sintetizar, caracterizar e verificar a capacidade fotocatalítica dos microcristais de 

fosfato de prata após quatro exposições à luz azul. 

• Avaliar efeito antifúngico contra culturas em suspensão e biofilmes em formação 

de C. albicans. 

• Comparar o efeito antifúngico na presença e ausência de luz. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Candida spp. 

 

Atingindo bilhões de pessoas a cada ano, as infecções por fungo 

acumulam relatos da existência de mais de 600 tipos distintos, variando entre 

infecções na mucosa, pele, cabelo e unhas33. Entre os fungos causadores dessas 

infecções, os fungos do gênero Candida spp.se destacam por possuírem uma 

relação comensalista na boca, pele e trato gastrointestinal. Porém, pode acontecer 

uma transição de seu estado de normalidade para uma infecção local, ou até 

sistêmica, podendo evoluir para infecção sanguínea conhecida como candidemia34. 

Sua causa mais comum ocorre pela presença de Candida spp, com incidência 

crescente em países europeus e nos Estados Unidos35–37, e altas taxas de 

mortalidade (45-50%)38
. 

A espécie de Candida mais frequentemente encontrada em pacientes 

com candidíase é C. albicans. Outras espécies (C. glabrata, C. parapsilosis e C. 

tropicalis) também causam infecções, no entanto, sua incidência varia de acordo 

com a região geográfica39. Nos Estados Unidos, por exemplo, há uma maior 

presença de C. glabrata40–42, na Ásia e América do Sul ,de C. tropicalis43, e na 

América do Sul, de C. parapsilosis44,45. Infecções por Candida podem afetar 

indivíduos de diferentes idades. Em crianças, sua presença pode estar relacionada a 

reações alternativas ao uso de (1) antibióticos ou esteroides a longo prazo, (2) baixo 

peso ao nascer ou até mesmo uma (3) conduta prolongada em ambiente de terapia 

intensiva (UTI)46. 

Há evidências que sugerem uma associação entre bactérias e Candida 

spp., como por exemplo, C. glabrata, C. tropicalis e especialmente C. albicans6. 

Estas estão presentes no desenvolvimento da estomatite protética na cavidade oral 

de pacientes usuários de prótese removível. Dentre as possíveis causas, estão a 

higiene deficiente, uso contínuo da prótese ou prótese mal adaptada47.  

Como revisado por Lim et al.48, C. albicans é um fungo polimórfico, que 

pode existir tanto na forma filamentosa de hifa e pseudohifa, como de levedura, a 

depender do ambiente no qual está exposto. Além disso, pode variar entre fungo 

comensal e patogênico, dependendo dos fatores locais (uso de prótese, corticoides 
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e xerostomia) ou sistêmicos (vírus do HIV, leucemia, má nutrição, diabetes, 

quimioterapia ou radioterapia), resultando no desenvolvimento de candidíase oral5. 

A capacidade de aderência proporcionada pelas adesinas é essencial 

para o microrganismo patogênico (forma de defesa do microrganismo)49–52. Devido 

as adesinas estarem presentes na camada externa da parede celular, elas iniciam 

adesão das células planctônicas em uma superfície, sendo esta biótica ou abiótica, 

para formação do biofilme53. Além disso, o biofilme é composto por estruturas com 

morfologia complexa, diferentes tipos celulares e uma matriz extracelular52.  

Devido a sua capacidade de formação de biofilmes, C. albicans vem 

sendo frequentemente estudada52,54,55. Biofilme de C. albicans possui sua 

arquitetura composta por: (1) levedura (blastóporo), (2) pseudo-hifas (forma fúngica 

entre blastóporos e hifas, no qual uma célula é ligada à outra, tendo um septo 

permanecendo entre as duas) e (3) hifas (alongada com paredes paralelas que se 

desenvolvem de um blastóporo)53,56, tendo seu maior traço de virulência decorrente 

da transição da forma de levedura (planctônica) para filamentar (células 

alongadas)49,56. Após a formação de biofilme de C. albicans, o próximo estágio é a 

invasão celular, que normalmente ocorre de duas formas: (1) endocitose induzida 

pela célula epitelial, a qual está mais relacionada com invasões orais, e (2) 

penetração ativa por hifas, sendo ambos essenciais para o dano celular. Estes 

mecanismos de invasão dependem da morfologia e, parcialmente, de atividades 

fúngicas, tais como as proteases aspárticas segregadas, responsáveis pela digestão 

da superfície das células epiteliais59–61
.  

Desta forma, devido à elaborada e complexa arquitetura do biofilme, como 

descrito acima, torna-se difícil a sua eliminação em consequência da alta resistência 

tanto contra fármacos antifúngicos, quanto para resposta imunológica do 

hospedeiro, principalmente devido a sua capacidade de transição entre a forma de 

leveduras e hifas e à formação de uma matriz extracelular62,63,48, composta por 

carboidrato, proteínas, hexosamine, ácidos fosfórico e urônico64. Além disso, a 

quantidade de células fúngicas, tempo de aderência, presença de saliva, incubação 

e exposição a carboidratos podem influenciar no desenvolvimento de biofilmes de C. 

albicans, tornando-os mais resistentes a uma grande quantidade de agentes 

antifúngicos quando comparado à células em suspensão (planctônicas)62. 

Portanto, as vantagens de um microrganismo formar biofilme se deve à 

proteção ao ambiente no qual está exposto, além de uma resistência a remoções 
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químicas e físicas, para que assim no estágio final de formação, ocorra a liberação 

de células para colonização e disseminação da infecção em outros locais52.  

 

3.2 Prata e Microcristais Associados à Prata 

 

A prata é uma das formas de metal pesado mais tóxicas presente no meio 

ambiente, além do mercúrio65, no entanto é conhecida por exibir potencial 

antimicrobiano contra diferentes patógenos66,67. O nitrato de prata, por exemplo, já 

foi utilizado de maneira tópica no século XIX para fins terapêuticos em ulcerações e 

feridas, e na confecção de fios de sutura68. Seu mecanismo de ação consiste na 

desorganização de estruturas presentes na membrana celular bacteriana, levando à 

lise celular, podendo assim interagir com o DNA, interrompendo a síntese proteica69. 

Em estado metálico a prata é inerte, mas, ao entrar em contato com um 

ambiente aquoso, torna-se ionizada e pode atingir diferentes estruturas da parede 

celular bacteriana, sendo altamente reativa quando unida a proteínas dos tecidos69. 

Há dois principais mecanismos de ação da prata utilizada para eliminação de células 

bacterianas: (1) através da união de íons prata a grupos tiol em enzimas, 

desativando-as ou (2) através da ruptura da membrana/parede celular70.  

No entanto, a prata não pode ser administrada na forma livre, devido a 

sua taxa de absorção no corpo humano, em torno de 18%71
. Argiria, por exemplo, é 

uma das consequências da não excreção de prata devido a sua absorção através de 

mucosas ou feridas de queimaduras, no qual, a pele adquire uma coloração azulada 

ou acinzentada, tendo a prata depositada na pele, rim, fígado, córnea e tecidos 

musculares, acumulando-se no corpo68,72. Uma melhor administração da prata, como 

agente farmacológico, ainda é desconhecida. 

A possibilidade de trazer desenvolvimento tecnológico utilizando prata, 

para a odontologia (prótese, adesivos e implantes), ocorre através do 

desenvolvimento de compostos antimicrobianos73,74, utilizando prata tanto na forma 

nanoestruturadas69 quanto microestruturadas12,75,76. Implantes dentários e 

abutments, por exemplo, quando recobertos por nanopartículas de prata, têm 

mostrado efeito antimicrobiano sem causar citotoxicidade ao periodonto69. A 

atividade antimicrobiana se tornou evidente para fungos, através do uso de 

nanopartículas de prata e microcristais77,78, porém, como apresentam morfologias e 

tamanhos diferentes, também apresentam mecanismos de ação distintos. 
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Em nanopartículas ocorre desintegração da membrana celular, criando 

caminhos através da membrana, os quais formam orifícios que desestabilizam a 

célula, levando-a à morte79. Longo et al.13, através de dados experimentais e 

teóricos, descreveram o mecanismo de ação que envolve os microcristais contendo 

prata (neste caso, Ag2WO4), através do processo de transferência de elétrons: uma 

partícula, sendo esta um semicondutor, possui bandas de energia (valência e 

condução), as quais estão energicamente bem posicionadas (menos energética e 

mais energética, respectivamente). A prata funciona como um gerador de elétrons 

entre as bandas, favorecendo a troca de energia: o elétron vai da banda de valência 

(BV) para a de condução (BC). Essa troca de elétrons entre as bandas, deixa um 

buraco no local menos energético (BV), o qual interage com a água (H2O) presente 

no meio ambiente. O oxigênio (O2), também presente no ambiente, interage com o 

elétron, quando o mesmo retorna da banda mais energética (BC) para a menos 

energética (BV). Essas interações são responsáveis por gerar radicais hidroxila 

(OHˉ) e hidroperoxila (HO2ˉ), os quais vão ao alcance de polissacarídeos da parede 

celular, lipídios e proteínas da membrana, cuja integridade é fator importante para a 

sobrevivência celular.  

Eswar et al.80 demonstraram que a atividade bactericida do fosfato de 

prata, deve-se aos íons de prata lançados pelo Ag3PO4. Além disso, Oliveira et al.66 

demonstraram, em vanadato de prata (AgVO3), que a morfologia do microcristal 

também interfere em sua capacidade antimicrobiana: quanto menor a energia de 

superfície, maior sua atividade contra o microrganismo S. aureus resistente à 

meticilina (SARM). 

Com relação à sua biocompatibilidade, há um caso raro relacionado à 

presença de alergia em pessoas ao entrarem em contato com a prata81. No entanto, 

estudos in vitro abordaram melhor a citotoxicidade relacionada à prata. Castro et 

al.82 avaliaram a liberação de íons e a citotoxicidade de resinas acrílicas 

incorporadas com AgVO3 decorado com nanopartículas de prata. Eles observaram 

que resinas com concentração elevada de AgVO3 apresentaram citotoxicidade, 

indicando o uso de baixas concentrações para evitar riscos aos pacientes.  

Chávez77 e Pimentel78 avaliaram a citotoxicidade de microcristais de 

tungstato e molibdato de prata e microcristais de vanadato de prata sintetizados em 

três temperaturas distintas (10, 20 e 30ºC), em fibroblastos gengivais humanos 

(FGH) e queratinócitos orais normais espontaneamente imortalizados (NOK-si), 
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respectivamente. Chávez77 testou concentrações inibitórias mínimas previamente 

determinadas contra C. albicans, e Pimentel78, concentrações determinadas contra 

SARM. Chávez77 realizou ensaio de Alamar Blue (para verificar a viabilidade celular) 

e modelo de reparação tecidual (para investigar o efeito dos microcristais na 

cicatrização tecidual). Tanto tungstato como molibdato de prata não interferiram na 

viabilidade celular, porém, tungstato de prata interferiu na viabilidade dos 

fibroblastos gengivais, mostrando ausência de contração no modelo de reparação 

tecidual77. Pimentel78 avaliou as três sínteses de vanadato de prata através do 

ensaio de viabilidade celular, concluindo que, apesar das diferentes sínteses 

testadas, todas mantiveram a viabilidade celular78. 

Além disso, há uma preocupação relacionada à resistência que a prata 

pode causar em bactérias, devido ao seu uso no decorrer da história72. Um exemplo 

dessa resistência se observa na bactéria E. coli, a qual apresenta uma alteração em 

sua membrana celular, fazendo com que tenha um efluxo contínuo de íons de 

prata65. 

No caso específico do microcristal de Ag3PO4, não há relatos sobre 

qualquer tipo de resistência. Além disso, o mesmo se destaca por sua atividade 

bacteriostática e excelente fotoexcitação perante a luz UV16–18,83, apresentando 

rendimentos quânticos maiores que todos os fotocatalisadores de oxidação 

comumente conhecidos, como dióxido de titânio (TiO2), vanadato de bismuto (BiVO4) 

e trióxido de tungstênio (WO3)84. Wang et al.85 afirmam que a depender da síntese 

do composto, sua morfologia pode ser alterada, afetando sua capacidade 

fotocatalítica. Apesar disso, a utilização de luz UV não é adequada para utilização na 

área biomédica, pois leva a uma variedade de doenças cutâneas, incluindo 

inflamação, envelhecimento degenerativo e câncer86. Porém, há estudo mostrando 

uma maior emissão fotoluminescente de fosfato de prata na faixa azul do espectro 

de luz visível, o qual além de ser utilizado na odontologia é o espectro mais próximo 

ao de luz UV87,15.  

Além disso, algo que precisa ser levado em consideração é a capacidade 

de reutilização do microcristal ao ser incidido por luz em comprimento de onda 

específico88,89. Em estudo realizado por Wang et al.89, foi realizado o teste de 

reciclagem por três ciclos, utilizando o microcristal de fosfato de prata acoplado a 

nanotubos de carbono e em sua forma pura, reforçando sua capacidade para usos 

sucessivos.  
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Fosfato de prata possui diversas aplicabilidades (fabricação de sensores 

de gás90, sensor fotocatalítico utilizando a luz solar91, na degradação de poluentes 

orgânicos22 e como conversor de CO2 em combustível92). Com relação à sua 

capacidade antimicrobiana, Wu et al.20 conseguiram eliminar os microrganismos E. 

coli e B. subtilis em seus estudos utilizando o microcristal de fosfato de prata. 

Piccirillo et al.93 avaliaram sua capacidade antibacteriana contra SARM, E. coli e 

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) utilizando irradiação com luz branca e UV, 

confirmando seu potencial antibacteriano. Embora alguns estudos tenham avaliado a 

capacidade antimicrobiana de microcristais de Ag3PO4, mais evidências ainda são 

necessárias para elucidar o efeito antifúngico do material contra C. albicans.  

 

3.3 Terapia Fotodinâmica e Inativação Fotodinâmica Antimicrobiana 

 

A PDT foi primeiramente mencionada no século XX, segundo Ribeiro94, 

por Herman Von Tappeiner, orientador de Oscar Raab, cujo trabalho de doutorado 

observou que a união de luz com o corante acridina eliminava o microrganismo 

paramecium, ou seja, era uma reação dependente do oxigênio após a 

fotossensibilização: na ausência de oxigênio, corante e luz não ocasionavam em 

morte celular, porém, havia uma reação dependente entre ambos. Assim, pôde-se 

definir PDT como uma combinação entre fotossensibilizador, luz e oxigênio95,96. O 

fotossensibilizador, ao absorver a luz incidida em comprimento de onda específico 

na presença de oxigênio, gera espécies reativas de oxigênio (EROs)97 e radicais 

livres citotóxicos para os microrganismos26. 

A geração de EROs torna-se possível através de duas vias: tipo I e tipo II. 

O fotossensibilizador, ao ser excitado pela luz em comprimento de onda adequado, 

entra em estado tripleto (estado fundamental) de longa duração. Neste estado, o 

fotossensibilizador pode interagir com o oxigênio por transferência de energia (Tipo 

II), levando à produção de oxigênio singleto, ou por transferência de elétrons (Tipo I), 

gerando superóxidos97. 

No decorrer dos anos, muitos fotossensibilizadores foram usados, tendo 

como escolha aqueles que possam ter seu uso em pequena quantidade, baixa 

fluência de luz e não tóxico98. O agente mais estudado é a hematoporfirina. Uma de 

suas limitações é a via de administração intravenosa, o que proporciona eliminação 

lenta, resultando em citotoxicidade prolongada. Kennedy et al.99, divulgaram o uso 
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cloridrato do ácido 5-aminolevulínico (5-ALA) e luz visível para tratamento tópico da 

pele. 5-ALA foi uma revolução, pois penetrava facilmente em áreas danificadas ou 

anormais e rapidamente era eliminado, além de apresentar baixo peso molecular, o 

que lhe permite uma melhor penetração na célula. 

Estudos com terapia fotodinâmica devem sempre considerar a dose 

(Joules por centímetro quadrado – J/cm²) e sua irradiação (miliwatts por centímetro 

quadrado – mW/cm²) utilizada na PDT95. Além disso, o tempo de pré-irradiação 

(TPI), que corresponde ao tempo de aplicação do fotossensibilizador até sua 

ativação pela luz, também é algo que deve ser levado em consideração para que 

ocorra uma adsorção do fotossensibilizador na célula alvo antes da irradiação por 

luz. Esse tempo se torna necessário para que o fotossensibilizador seja absorvido 

pela célula a qual se pretende eliminar98.  

Assim é importante quantificar a quantidade de energia que a luz irá 

transferir ao fotossensibilizador, para que ocorra a reação e eliminação do 

microrganismo. Esta energia pode ser definida como a dose de luz que será 

utilizada, através da seguinte equação:  

 

𝐉/𝐜𝐦² =
𝐏𝐨𝐭ê𝐧𝐜𝐢𝐚 𝐝𝐨 𝐚𝐩𝐚𝐫𝐞𝐥𝐡𝐨 (𝐖) 𝐗 𝐓𝐞𝐦𝐩𝐨 (𝐬)

Á𝐫𝐞𝐚 𝐢𝐥𝐮𝐦𝐢𝐧𝐚𝐝𝐚 (𝐜𝐦𝟐)
 

 

Desta forma, a potência do aparelho (em Watts) é multiplicada pelo tempo 

(em segundos), tendo seu resultado expresso em Joules (J), dividindo-o pela área 

iluminada (cm²).  

Um incômodo relatado no tratamento envolvendo a PDT sistêmica é a 

dor, sendo descrita como uma sensação de queimadura e picos de dor durante os 

primeiros minutos. Uma possível explicação para este tipo de sensação seria o tipo 

de fotossensibilizador utilizado, local da lesão, tipo de lesão e quantidade de energia 

liberada durante o tratamento, para as terminações nervosas95. Alguns métodos 

estão sendo utilizados para redução desta dor, como ar gelado, analgésico tópico, 

interrupção de tratamento, hipnose, inalação de analgésico96 e anestésico injetado95.  

PDT já é utilizada para tratamentos em câncer27, queratose actínica96,100 e 

contra microrganismos (aPDI)97, o que a torna adequada para controle de 

disseminação de cepas bacterianas multi-resistentes, sendo estas uma das 
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ameaças mais preocupantes para a saúde pública devido ao uso excessivo de 

antibióticos101. 

Seu uso na odontologia abrange áreas como endodontia98 e periodontia, 

além de tratamento alternativo à estomatite protética26,28,29. Há estudos que utilizam 

tanto a faixa de luz azul, um espectro mais próximo da luz ultra violeta mas 

relacionado com a produção de EROs intracelular102, quanto a faixa de luz vermelha, 

a qual possui uma maior penetração nos tecidos na terapia fotodinâmica29
.  

Fukui et al.103 utilizaram comprimento de onda entre 400 nm e 700 nm 

para determinar qual o mais efetivo para inativação de Porphyromonas gingivalis (P. 

gingivalis). Os autores observaram que houve uma redução do grupo irradiado com 

luz, quando comparado ao controle (sem luz) em comprimento de onda entre 400 e 

410. Soukos et al.104 relataram que, no comprimento de onda entre 380 e 510 nm, 

pode-se inativar bactérias orais em meio de cultura. Além disso, Feuerstein et al.105 

testaram comprimento de onda entre 400-500 nm contra P. gingivalis, 

Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum), Streptococcus mutans (S. mutans) e 

Streptococcus faecalis (S. faecalis), concluindo que a luz azul causa um efeito 

fototóxico, principalmente em patógenos periodontais gram-negativos. 

Desta forma, a inativação fotodinâmica antimicrobiana (aPDI) vem como 

um tratamento alternativo aos medicamentos comumente utilizados, tendo uma 

maior indicação para área odontológica97. Suas principais vantagens são: (1) alta 

especificidade, (2) biocompatibilidade com células humanas saudáveis, (3) baixos 

efeitos colaterais e (4) improváveis chances de desenvolver resistência106.  
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4 MATERIAL E MÉTODO  

 

4.1 Materiais de Consumo  

• Água destilada; 

• Água mili-Q; 

• Alça de inoculação 10 µL, estéril (Plastbio, Curitiba, PR, Brasil); 

• Cloreto de Potássio (Labsynth Produtos para Laboratório Ltda, Diadema, SP, 

Brasil); 

• Cloreto de Sódio (Labsynth Produtos para Laboratório Ltda, Diadema, SP, 

Brasil); 

• Cubeta de 2 mL (Cartel, SP, Brasil); 

• Cultura de C. albicans (ATCC 90028 - American Type Culture Collection, 

Manassas, VA, EUA); 

• Frasco coletor universal translúcido estéril 80mL (Cral, Cotia, SP, Brasil); 

• Glicose (Labsynth Produtos para Laboratório Ltda, Diadema, SP, Brasil); 

• Glutaraldeído (Glutaron, RioQuímica, São José do Rio Preto, SP, Brasil); 

• Hidrogenofosfato de di-amônio ([NH4]2HPO4, Emsure ACS, Darmstadt, 

Alemanha); 

• Kit fluorimétrico Live/Dead BacLight Bacterial Viability Kit (Molecular Probes, 

Eugene, OR, EUA); 

• Meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar (Acumedia Manufactures, Inc. 

Baltimore, Maryland, EUA); 

• Meio de cultura Yeast Nitrogen Base (YNB - Difco, Detroit, MI, EUA); 

• Meio de cultura celular DMEM de alta glicose (meio de Eagle modificado por 

Dulbecco; GIBCO, Grand Island, NY, EUA); 

• Microtubos tipo Eppendorfs Graduado (Axygen, Curitiba, PR, Brasil); 

• Nitrato de prata (Ag2NO3, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA); 

• Parafilme (Laboratory Film, Chicago, IL, EUA); 

• Placa de 24 poços (TPP Techno Plastic Products, Trasadingen, Suíça); 

https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjIluH5iNDXAhVEF5AKHc5RDqQQFggnMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.merckmillipore.com%2FBR%2Fpt%2Fproduct%2Fdi-Ammonium-hydrogen-phosphate%2CMDA_CHEM-101207&usg=AOvVaw1tUbDwgwnQrfsxSJhE7rAG


24 

 

• Placas de Petri 90 x 15 mm descartáveis e estéreis (J Prolab Indústria e 

Comércio de Produtos para Laboratório Ltda., São José dos Pinhais, PR, 

Brasil); 

• Ponteiras amarelas para micropipeta 20-200 µL (Axygen Scientific, Union City, 

CA, EUA); 

• Ponteiras azuis para micropipeta 100-1000 µL (Axygen Scientific, Union City, 

CA, EUA); 

• Ponteiras brancas para micropipeta 10 µL (Axygen Scientific, Union City, CA, 

EUA); 

• Ponteiras para micropipeta 10 mL (Axygen Scientific, Union City, CA, EUA); 

• Ponteiras para micropipeta 5 mL (Axygen Scientific, Union City, CA, EUA); 

• Rhodamine B Sigma – Aldrich – (Merck – Darmstadt, Alemanha); 

• Sistema de filtração a vácuo estéril (TPP Techno Plastic Products, 

Trasadingen, Suíça); 

• Solução tampão phosphate buffered saline (PBS – 4g NaCl, 0,12g 

KH2PO4,0,1g KCl e 0,72g Na2HPO4 / 500mL); 

• Tubos tipo Falcon de 15 mL, estéril (TPP, Techno Plastic Products, 

Trasadingen, Suíça); 

• Tubos tipo Falcon de 50 mL, estéril (TPP, Techno Plastic Products, 

Trasadingen, Suíça). 

 

4.2 Instrumentos 

 

• Béquer graduado (Vidrolabor, São Paulo, SP, Brasil); 

• Bico de Bunsen (J.Prolab Indústria e Comércio de Produtos para Laboratório 

Ltda., São José dos Pinhais, PR, Brasil); 

• Micropipeta de 0,1-10 µL (Boeco, Hamburgo, Alemanha); 

• Micropipeta de 100-1000 µL (Boeco, Hamburgo, Alemanha); 

• Micropipeta de 1-10 mL (Boeco, Hamburgo, Alemanha); 
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• Micropipeta de 1-5 mL (Boeco, Hamburgo, Alemanha); 

• Micropipeta de 20-200 µL (Boeco, Hamburgo, Alemanha); 

• Micropipeta Multicanal Discovery Comfort, 12 Canais, 20-200 µL (HTL, 

Warsaw, Polônia); 

• Pinça clínica (Duflex, Rio de Janeiro, RJ, Brasil); 

• Pipetador automático Easypet 3 (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha); 

• Proveta graduada (Vidrolabor, São Paulo, SP, Brasil). 
 

4.3 Equipamentos 

 

• Agitador de tubos Modelo: AP 56. Série: 9803 (PHOENIX - Araraquara, São 

Paulo, Brasil); 

• Agitador magnético, MODELO TE-0851 (Tecnal – Piracicaba, São Paulo, Brasil); 

• Aparelho de luz LED 455 nm, (LXHL-PR09, Luxeon1 III Emitter, Lumileds 

Lighting, San Jose, CA) desenvolvido pelo Instituto de Física de São Carlos – 

USP São Carlos – Brasil; 

• Autoclave Modelo Z-AB-19 (Phoenix Luferco, Araraquara, São Paulo, Brasil); 

• Autoclave vertical Modelo: AV 60 No 6614 (Phoenix Indústria e Comércio de 

Equipamentos Científicos Limitada, Araraquara, São Paulo, Brasil); 

• Balança de precisão (GEHAKA –São Paulo, São Paulo, Brasil); 

• Balança de precisão Modelo: BG 400 No 016450 (Gehaka – Indústria e 

Comércio Eletro Eletrônica Gehaka Limitada, São Paulo, SP, Brasil); 

• Bomba a vácuo (Fanen, São Paulo, São Paulo, Brasil); 

• Câmara de fluxo laminar vertical, Modelo: PA 115. No. 12898 (Pachane Ind. e 

Com. Ltda, Piracicaba, São Paulo, Brasil); 

• Centrífuga de tubos Falcon Modelo 80-2B 15 mL (Centerbio, Estados Unidos da 

América); 

• Centrífuga de tubos Falcon Modelo: 5810R (Eppendorf AG, Hamburg, 

Alemanha); 

• Centrífuga de microtubos modelo MiniSpin (Eppendorf AG, Hamburg, 

Alemanha); 
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• Contador de colônias CP 600 PLUS, Modelo: CP-600 (Phoenix - Araraquara, 

São Paulo, Brasil); 

• Denton Vacuum modelo Desk V Standard (Moorestown, New Jersey, Estados 

Unidos da América);  

• Difratômetro Rigaku modelo DMax 2500PC (Tokio, Japão); 

• Espectrofotômetro – Biospectro Modelo: SP-220 (Equipar Ltda, Curitiba, Paraná, 

Brasil); 

• Espectrofotômetro de UV-VIS modelo V-660, JASCO (Jasco do Brasil, São 

Paulo, São Paulo, Brasil); 

• Espectrômetro iHR550 (Horiba Jobin Yvon, Japão); 

• Estufa bacteriológica Modelo – MA 0324 (Marconi Equipamentos Laboratoriais 

Limitada, Piracicaba, São Paulo, Brasil); 

• Estufa para secagem e esterilização (MARCONI - Piracicaba, São Paulo, Brasil); 

• Fluoroskan Ascent FL (ThermoScientific; Waltham, MA, Estados Unidos da 

América); 

• Freezer -80°C (Thermo Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos da América); 

• Incubadora Modelo Forma Series II Water Jacket CO2 incubator 

(ThermoScientific, Waltham, MA, Estados Unidos da América); 

• Laser de íon de argônio (Melles Griot, Estados UnidosEstados Unidos da 

América); 

• Lavadora ultrassônica digital, modelo CD-4820 (Kondortech, São Carlos, São 

Paulo, Brasil); 

• Lavadora ultrassônica, modelo 1510 Branson (Danbury, Connecticut, Estados 

Unidos da América); 

• Microscópio de bancada invertido (Optiphase, Van Nuys, Califórnia, Estados 

Unidos da América); 

• Microscópio eletrônico de varredura ZEISS, Modelo Supra 35 (Jena, Turíngia, 

Alemanha); 

• Microscópio eletrônico de varredura ZEISS por emissão de campo, modelo 

SIGMA (Jena, Turíngia, Alemanha) 

• Microscópio de fluorescência confocal Carl Zeis LSM 800 (Software ZEN BLUE 

versão 2.3 - Carl Zeiss, Jena, Alemanha); 

• Microscópio de Fluorescência Modelo DFC310 FX (Leica, Wetzlar, Alemanha); 
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• Microscópio eletrônico de varredura Modelo JSM-6610LV (JEOL, Akishima, 

Tóquio, Japão); 

• UV/VIS 4802 Espectrofotômetro de duplo feixe (Dayton, Nova Jersey, Estados 

Unidos da América). 
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4.4 Métodos 

 

4.4.1 Síntese dos microcristais de fosfato de prata (Ag3PO4)  

 

Este projeto de pesquisa está inserido no Centro de Pesquisa para o 

Desenvolvimento de Materiais Funcionais, um dos CEPIDs (Centro de Pesquisa, 

Inovação e Difusão) apoiados pela FAPESP, sob coordenação do Prof. Dr. Elson 

Longo, do Laboratório Interdisciplinar de Eletroquímica e Cerâmica no Departamento 

de Química da Universidade Federal de São Carlos (LIEC – UFSCar), São Carlos, 

SP.  

Métodos de síntese são utilizados para obtenção de microcristais 

associados à prata. Os microcristais de Ag3PO4 foram sintetizados pelo método de 

co-precipitação à temperatura ambiente. Este método foi escolhido por ser um 

procedimento de síntese simples, versátil107 e de baixo custo108. Para tanto, 3x10-3 

mol de nitrato de prata (AgNO3) e 1x10-3 mol de hidrogenofosfato de diamônio 

([NH4]2HPO4), foram utilizados como precursores iniciais. Os precursores foram 

pesados e dissolvidos separadamente, em dois béqueres contendo água destilada, 

sendo AgNO3 dissolvido em 75 mL e [NH4]2HPO4 em 25 mL. Após a completa 

dissolução dos precursores, as duas soluções foram misturadas sob agitação 

magnética, promovendo a precipitação instantânea dos microcristais de Ag3PO4 com 

uma haste em contato com o composto (verificação de temperatura). Transcorrido 

10 minutos de agitação magnética constante, o precipitado resultante foi lavado 

várias vezes com água destilada e acetona, a fim de remover íons remanescentes. 

Em seguida o composto obtido foi centrifugado e seco em estufa a 60ºC. Na Figura 

1 pode-se observar o pó do fosfato de prata sintetizado para os testes que foram 

subsequentemente realizados.  
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Figura 1 - Fosfato de prata em pó 

 

Pó de fosfato de prata sintetizado pelo método da co-precipitação.  

 

Fonte: Arquivo pessoal do autor. 

4.4.2 Espectro UV-VIS, caracterização e morfologia dos microcristais de 

fosfato de prata 

 

Foram determinados o espectro de absorção e o “gap” de energia através 

de análise de espectro de UV-VIS. A caracterização estrutural e morfológica dos 

microcristais de Ag3PO4 foi realizada através da técnica de difração de raios-X 

(DRX), estudo da atividade fotocatalítica e microscopia eletrônica de varredura com 

emissão de campo (MEV-EC). Para a realização de análise em MEV-EC, foi 

necessário o preparo de amostra em pó: alíquotas foram dispersas em água por 5 

minutos, e após este período, uma gota da solução foi adicionada em um substrato 

de silício, o qual foi colado com fita de carbono que permaneceu em um “stub” 

metálico. Foi feita uma marcação com tinta de carbono para estabelecer contato 

entre silício e stub. 

 

4.4.2.1 Espectro de absorção 

 

Para determinar o espectro de absorção de fosfato de prata, amostras 

foram adicionadas em solução de PBS, na concentração de 3,9 µg/mL. Logo em 

seguida 1mL era adicionado em cubeta para leitura (n=9) em espectrofotômetro UV-

VIS 4802 com comprimentos de onda entre 200 e 700 nm. 
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4.4.2.2 Espectroscopia de absorção na região ultravioleta-visível (Egap) 

 

Para determinação do “gap” de energia foi utilizado um espectrômetro 

Varian Cary 5G, utilizando comprimento de onda na faixa de 200 a 800 nm, com 

velocidade de varredura de 600 nm/minuto, utilizando o método de Wood Tauc e a 

função de Kubelka-Munk109,110. Ao emitir um feixe de luz, ocorre penetração ou 

difusão da radiação. Essa difusão que sai da amostra e retorna à superfície é 

chamada de reflectância difusa, sendo convertidos para função de Kubelka-Munk 

[F(R∞)] pela equação111: 

𝐹(𝑅∞) =  
(1−𝑅∞)2

2𝑅∞
=  

𝐾

𝑆
, 

 

Sendo “R∞” a reflectância quando a amostra é infinitamente espessa, “K” 

o coeficiente de absorção molar e o “S” de espelhamento. Considerando [F(R∞)] 

proporcional ao coeficiente de absorção (α), o “gap” de energia (Egap) e o α podem 

ser relacionados pela equação de Wood Tauc112: 

 

∝ ℎ𝑣 = 𝐶1(ℎ𝑣 − 𝐸𝑔𝑎𝑝)
𝑛
, 

 

Na qual, “’hv” é a energia de um fóton, “C1” uma constante de 

proporcionalidade e “n” uma constante relacionada a transições eletrônicas. 

Segundo a literatura, fosfato de prata apresenta n=2, sendo possível determinar seu 

“gap” de energia quando plotar a equação [F(R∞)hv1/2] contra “hv”111. 

 

4.4.2.3 Difração de raios-X  

 

A análise de DRX proporciona informações a respeito das fases 

cristalográficas presentes na amostra. Dessa maneira, pode-se determinar o grau de 

organização estrutural a longa distância e cristalinidade do material, além da 

presença de fases deletérias. Essa técnica relaciona os ângulos de incidência do 

feixe de raios X com os espaçamentos interplanares, através da relação de 

Bragg113,114. Microcristais foram adicionados no equipamento Rigaku, modelo DMax 

2500PC (Japão), com varredura de 10 a 110° utilizando velocidade de varredura de 
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1°/minuto e passo angular de 0,02°, radiação CuKα (λ = 1,5406Å). As análises de 

DRX foram realizadas após cada um dos quatro ciclos de utilização do microcristal. 

 

4.4.2.4 Estudo da atividade fotocatalítica do fosfato de prata (Reciclagem) 

 

A atividade fotocatalítica dos microcristais de Ag3PO4 foi testada na 

degradação de soluções aquosas de rodamina B sob irradiação visível15. Para tanto, 

50 mg do pó de Ag3PO4 foi dispersado em 50 mL da solução de rodamina B 1x10-5 

mol.L1 (Figura 2) durante 15 minutos em banho ultrassônico a 42 kHz.  

Figura 2 - Fosfato de prata em contato com o corante rodamina 

 

Dispersão do pó do fosfato de prata, sintetizado anteriormente, em contato com o corante 
rodamina para adsorção. 

 
Fonte: Arquivo pessoal do autor. 

Em seguida, o sistema foi mantido sob agitação magnética com auxílio de 

uma barra magnética (peixinho, Figura 3) no escuro por um período de 30 minutos, 

de modo que fosse atingido o equilíbrio de adsorção-dessorção entre o corante e o 

pó e a primeira alíquota de 2 mL coletada, sendo esta denominada tempo 0 minutos. 

Subsequentemente foi utilizado um sistema óptico, denominado “biotable”, composto 

de 24 LEDs com comprimento de onda de 455 nm e potência de 31 mW/cm² para 

irradiação da suspensão.  
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Figura 3 – Sistema de rodamina com microcristais de Ag3PO4 em agitador magnético 

 

Sistema sob agitação magnética com barra magnética.  
 
Fonte: Arquivo pessoal do autor. 

O sistema catalítico foi mantido sob agitação constante, e alíquotas foram 

coletadas (Figura 4) em intervalos de tempo específicos: 0 (controle, sem a presença 

de Ag3PO4), 1 (1,86 J/cm²), 3 (5,58 J/cm²), 6 (11,16 J/cm²), 9 (16,74 J/cm²), 12 

(22,32 J/cm²), 15 (27,9 J/cm²), 20 (37,2 J/cm²), 25 (46,5 J/cm²) e 30 (55,8 J/cm²) 

minutos.  
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Figura 4 – Irradiação do sistema pela Biotable em agitador magnético 

 

Biotable composta por 24 leds emitindo luz com comprimento de onda de 455 nm e sistema 
magnético para agitação constante.  
 
Fonte: Arquivo pessoal do autor. 

As alíquotas foram centrifugadas (MiniSpin) por 3 minutos (8300 rpm) 

para separar a fase líquida e essa, por sua vez, foi analisada no espectrofotômetro 

de UV-VIS para monitorar a banda de absorção máxima da rodamina B (λ = 554 

nm). A reutilização e estabilidade dos microcristais de Ag3PO4 como fotocatalizador 

foi investigada em quatro ciclos. Para isso, após a degradação do corante, o pó 

residual foi lavado com água e acetona, seco em estufa e, posteriormente, 

reempregado em um novo teste fotocatalítico seguindo o procedimento descrito 

acima. Na Figura 5 pode ser observado duas cubetas com a rodamina sem sua 

exposição á luz e após 4 exposições à luz. 
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Figura 5 - Rodamina antes e após 4 exposições à luz 

 

Corante rodamina em cubetas. A cubeta da esquerda, (coloração rosa) apresenta a 
rodamina antes da sua exposição à luz (455 nm). A cubeta da direita, (coloração mais cinza 
- transparente) apresenta o corante rodamina após os 30 minutos (55,8 J/cm²) de exposição 
à luz (455 nm). 
 

Fonte: Arquivo pessoal do autor. 

 

4.4.2.5 Microscopia eletrônica de varredura com emissão de campo (MEV-EC) e 

tamanho do microcristal de fosfato de prata 

 

As análises em MEV-EC são ferramentas importantes para estudo da 

morfologia, o tamanho e a distribuição das amostras avaliadas. Neste estudo, o 

microscópio foi operado a 30kV. Para determinação do tamanho das partículas de 

fosfato de prata, utilizou-se o programa Image J v.1.51j8. Foram selecionadas duas 

imagens de MEV-EC com magnificação de 120000x para realizar as verificações de 

dimensão do microcristal. Em cada imagem as medições eram realizadas em 50 

partículas, chegando ao final da análise com um total de 100 medições, utilizando a 

escala da imagem. As imagens de MEV-EC foram realizadas após cada um dos 

ciclos de utilização das partículas. 
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4.4.3 Testes microbiológicos 

 

A análise microbiológica deste estudo foi realizada utilizando a cepa 

padrão de C. albicans ATCC 90028 em suspensão e biofilme (48h), com e sem 

exposição à luz, como pode ser observado na Figura 6. Neste estudo há 4 grupos, 

alternando entre a presença (+) e ausência (-) da concentração (C) da partícula e luz 

(L). 

Figura 6 - Fluxograma dos testes microbiológicos 

 

Fluxograma mostrando as etapas realizadas durante os experimentos em suspensão e 

biofilme 

Fonte: Elaboração própria. 
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4.4.3.1 Análise microbiológica em suspensão 

 

Foram realizadas análises microbiológicas em suspensão, com e sem 

exposição à luz com comprimento de onda máximo em 455 nm. O objetivo desse 

teste foi encontrar a menor concentração necessária para eliminação de C. albicans, 

e determinar a eficácia do sistema microcristal-microrganismo sob exposição da luz. 

O microcristal de fosfato de prata utilizava o PBS como veículo para seu manuseio e 

diluição para as concentrações desejadas. Antes de cada utilização, preconizou-se a 

utilização em sonicador por 2 minutos (Figura 7), para melhor homogeneização dos 

microcristais de fosfato de prata com a solução de PBS.  

 

Figura 7 - Preparo do microcristal de fosfato de prata 

 

Microcristal de fosfato de prata adicionado ao PBS. (a) Sonicação para uma melhor 
homogeneização do microcristal de Ag3PO4. (b) Microcristal de fosfato de prata após a 
sonicação.  

 
Fonte: Arquivo pessoal do autor. 

4.4.3.1.1 Microrganismos e condições de cultivo 

 

O microrganismo, congelado em meio YNB e glicerol (2x) a - 80ºC, foi 

reativado em meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar (SDA) com 5 µg/mL de 

cloranfenicol, e mantido em estufa estática a 37°C, por 48h. Após esse período, 5 

colônias com dimensões semelhantes foram transferidas para 5 mL de meio de 

cultura específico Yeast Nitrogen Base (YNB) em tubo tipo Falcon, o qual foi mantido 

a b 



37 

 

incubado a 37°C por 16h, sendo este processo necessário para a obtenção de um 

pré-inóculo. Em seguida, 500 µL do pré-inóculo foram diluídos em 9,5 mL de YNB, 

incubado novamente em estufa estática por 8h (até atingir a fase mid-log de 

crescimento) à 37°C. A concentração do inóculo foi determinada pela densidade 

óptica da suspensão (DO 540 nm), padronizada em espectrofotômetro em 0,55 (± 

0,08), com concentração aproximada de 7,94x106 ± 4,21x106 UFC/mL. Esses dados 

foram obtidos após a determinação de curva de crescimento do microrganismo. 

 

4.4.3.1.2 Determinação da concentração fungicida mínima (CFM) dos 

microcristais de Ag3PO4 sem exposição à luz 

 

Após o crescimento fúngico atingir a concentração desejada, realizou-se a 

diluição do inóculo (106 para 103). Logo em seguida foram utilizadas placas de 24 

poços, as quais receberam os microcristais diluídos em microtubos de 2 mL (Figura 

8), com valores que iam de 2000 µg/mL a 0,9 µg/mL, juntamente com C. albicans na 

concentração de 3,7x103 células/mL. 

 

Figura 8 – Diluição do fosfato de prata 

 
Microtubos de 2 mL foram utilizados para a diluição do fosfato de prata nas concentrações 
desejadas para determinação da concentração fungicida mínima.  
 
Fonte: Arquivo pessoal do autor. 

Cada poço da placa de 24 poços era composto por 250 µL de microcristal 

e 250 µL de suspensão de C. albicans, totalizando 500 µL. Logo após o contato do 

microrganismo com o microcristal, a placa de 24 poços era envolta de papel alumínio 

e permanecia em estufa estática a 37oC por 30 minutos. Este tempo justifica os 30 



38 

 

minutos de exposição à luz utilizados no item 4.4.2.4. Assim, cada poço foi 

plaqueado em duplicata pela técnica de microgota (10 µL), em placas de Petri 

contendo meio de cultura SDA e mantidas em estufa estática à 37°C, por 24h, para 

posterior contagem das unidades formadoras de colônias (UFC/mL). As análises 

foram realizadas em triplicata e em três ocasiões distintas. 

 

4.4.3.1.3 Determinação da concentração fungicida mínima (CFM) dos 

microcristais de Ag3PO4
 com exposição à luz 

 

Antes da realização do experimento utilizando luz, foi preciso identificar 

quais poços receberiam a luz de uma maneira mais uniforme. Para tanto, utilizou-se 

uma placa de 24 poços (Kasvi), tendo cada poço 2 mL de corante rodamina (1x105) 

com microcristais de Ag3PO4 (2000 µg/mL). Logo em seguida, os poços eram 

expostos a um LED de comprimento de onda máximo de 455 nm (luz azul) e com 

intensidade de iluminação média de 31 mW/cm2, desenvolvido pelo Instituto de 

Física de São Carlos – USP, por 1 (1,86 J/cm²), 3 (5,58 J/cm²) e 5 (9,3 J/cm²) 

minutos. Observou-se que ocorria uma melhor distribuição da luz nos poços 

assinalados na Figura 9, sendo os mesmos selecionados para a realização da CFM 

com a utilização da luz.  

Figura 9 - Placa de 24 poços 

 

Placa de 24 poços assinalando quais poços possuíam uma distribuição de luz mais 
homogênea. 

Fonte: Arquivo pessoal do autor. 
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Os procedimentos de crescimento de C. albicans, diluição do microcristal, 

concentração em cada poço e contato entre microcristal-microrganismo, foram os 

mesmos já citados nos itens 4.4.3.1.1 e 4.4.3.1.2. Desta forma, após cada poço 

estar composto por microcristal de fosfato de prata (250 µL) em diluição seriada e C. 

albicans (250 µL, 103 UFC/mL), a placa de 24 poços foi exposta à uma luz LED (455 

nm) por 30 minutos (55,8 J/cm²). Logo em seguida, cada poço foi plaqueado em 

duplicata pelo método de gotejamento (10 µL), em placas de Petri contendo meio de 

cultura SDA e então mantidas em estufa estática à 37°C por 24h (Figura 10), para 

posterior contagem das unidades formadoras de colônias (UFC/mL). As análises 

foram realizadas em triplicata e em três ocasiões distintas. 

 

Figura 10 - Plaqueamento e crescimento em estufa 

 

Plaqueamento em placas de Petri contendo SDA, pelo método de gotejamento (a), para 
posterior crescimento em estufa estática (b) à 37ºC por 24h.  
 

Fonte: Arquivo pessoal do autor. 

4.4.3.2 Análise microbiológica de biofilme em formação 

 

Foram realizadas análises da atividade antifúngica do Ag3PO4 em 

biofilme, com e sem exposição à luz com comprimento de onda máximo de 455 nm. 

O objetivo desse teste foi determinar a menor concentração necessária para 

interferir na formação de biofilme da C. albicans e verificar a eficácia da exposição à 

luz sobre o sistema microcristal-microrganismo. As condições de cultivo de C. 

a b 
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albicans seguiram as já descritas no item 4.4.3.1.1, no entanto, com concentração 

de 1,52x106 UFC/mL. 

 

4.4.3.2.1 Determinação da concentração fungicida mínima (CFM) dos 

microcristais de Ag3PO4
 sem exposição à luz 

 

Após atingida a DO, foram utilizadas placas de 24 poços (TPP), as quais 

receberam C. albicans (2 mL).  Em seguida, a placa era levada para uma estufa 

orbital (37°C, 75 rpm), por 90 minutos, para obtenção de uma adesão inicial115. 

Passado este tempo, cada poço era lavado (2x) com PBS (2 mL) para retirar os 

microrganismos fracamente aderidos e, logo em seguida, ressuspensos com meio 

YNB (1 mL) e microcristais diluídos em PBS (1 mL), totalizando ao final  2 mL em 

cada poço, com diferentes concentrações116. A placa era envolvida por papel 

alumínio e incubada em estufa orbital (37°C, 75 rpm), por 48 h (Figura 11). 

Após este período, a placa era retirada da estufa orbital, lavada com PBS 

(2 mL, 3x) e ressuspensa com YNB (2 mL).  

Figura 11 - Estufa orbital utilizada para desenvolvimento do biofilme 

 

Placa de 24 poços em estufa orbital (37ºC, 75 rpm) e envolta por papel alumínio, por 48 h.  
 
Fonte: Arquivo pessoal do autor. 

Para a contagem das unidades formadoras de colônia (UFC/mL), os 

biofilmes foram desprendidos do fundo da placa com auxílio de uma ponteira estéril, 

e alíquotas de 20 µL dos biofilmes desprendidos foram diluídos de forma seriada em 

PBS (10-1 a 10-4). Então, alíquotas de 10 µL de cada diluição (100 a 10-4) foram 

semeadas em placas de Petri, pelo método de gotejamento (10 µL), contendo SDA. 
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Os procedimentos de semeadura foram realizados em duplicata e, a seguir, 

incubados a 37ºC por 24h para posterior contagem das unidades formadoras de 

colônias (UFC/mL). Os valores de UFC/mL foram estimados de acordo com a 

fórmula: UFC/mL= número de colônias x 10n/q. Nessa fórmula, ‘n’ equivale ao valor 

absoluto da diluição escolhida (de 0 a 4) e ‘q’ equivale à quantidade, em mL, 

semeada de cada diluição nas placas (1,0 x 10-2 mL). Poços contendo apenas C. 

albicans e meio de cultura foram controles negativos. As análises foram realizadas 

em triplicata e em três ocasiões distintas. 

 

4.4.3.2.2 Determinação da concentração fungicida mínima (CFM) dos 

microcristais de Ag3PO4
 com exposição à luz 

 

A metodologia para crescimento do microrganismo e formação da fase de 

adesão é a mesma descrita no item 4.4.3.2.1. Neste ponto, após adição dos 

microcristais (1 mL) em contato com o biofilme em fase de adesão (1 mL), 

totalizando 2 mL por poço, a placa de 24 poços era irradiada com uma luz LED (455 

nm) por 30 minutos (55,8 J/cm²). Os poços selecionados para exposição à luz foram 

os mesmos do item 4.4.3.1.3. A placa, então, era envolvida por papel alumínio e 

incubada em estufa orbital (37 °C, 75 rpm), por 48h. Os procedimentos de lavagem, 

desprendimento e plaqueamento, já foram descritos no item 4.4.3.2.1.  

 

4.4.3.3 Análise por microscopia eletrônica de varredura por emissão de campo 

e confocal a laser 

 

Análises realizadas para observar o comportamento do biofilme, na 

presença e ausência de luz azul, em contato com o microcristal de fostato de prata. 

 
4.4.3.3.1 Análise dos biofilmes de C. albicans através da microscopia 

eletrônica de varredura por emissão de campo (MEV-EC) 

 

Para essa análise, discos de poliestireno foram recortados do fundo de 

uma placa de 24 poços (marca TPP) com n=2, para serem utilizados juntamente 

com o biofilme durante seu crescimento, em fundo de placa, seguindo-se as 

mesmas condições descritas no item 4.4.3.1.1 e 4.4.3.2.1 (nesta etapa, seguiu-se 
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até a incubação do biofilme por 48h), com concentração aproximada de 1,51 x 106 

UFC/mL. Para desinfecção dos discos recortados do fundo de placa, estes foram 

adicionados em um béquer contendo 200 mL de água destilada estéril. Logo em 

seguida, permaneceram em micro-ondas por 3 minutos, utilizando uma potência de 

645 W.  

Após 48h de incubação, cada poço foi lavado com PBS (3x) e em 

seguida, os discos que permaneceram em fundo de poço durante todo o 

crescimento do biofilme, foram imersos por 20 minutos em glutaraldeído 2,5%, e em 

seguida desidratados em etanol de forma seriada (70%, 80%, 90% e 100%), 

permanecendo por 20 minutos em cada concentração, secos em temperatura 

ambiente e mantidos em dessecador a vácuo até o momento da análise. Para a 

seguinte análise, foi utilizado o microscópio eletrônico de varredura ZEISS, modelo 

SIGMA, equipado com canhão de elétrons por emissão de campo (MEV-EC) com 

alta tensão extra (EHT) de 2,00 kV. As imagens obtidas utilizaram ampliações de 

500x, 2000x e 2500x e dispersão do comprimento de onda (WDS) de 7 e 7,1 mm. 

Antes da observação em microscópio, as amostras foram montadas em stubs 

metálicos por 120 segundos e recobertas com ouro.  

 

4.4.3.3.2 Análise dos biofilmes de C. albicans através de microscopia 

eletrônica confocal a laser  

 

Para analisar a viabilidade dos biofilmes formados em placas de 24 poços 

(n=2), seguiu-se o protocolo de crescimento, descrito no item 4.4.3.1.1, com 

concentração aproximada de 1x107 UFC/mL. Após 48 h de incubação com as 

partículas, o biofilme foi lavado (3x) e marcado com os fluoróforos “Syto 9”’ e iodeto 

de propídio, presentes no kit LIVE/DEAD e preparados de acordo com as instruções 

do fabricante. Seguiu-se com a lavagem (1x) para remoção do excesso dos 

fluoróforos. Os biofilmes foram mantidos em PBS (500 µL) para visualização no 

microscópio de fluorescência confocal Carl Zeis LSM 800, com lasers de 488 nm 

(excitação)/561 nm (emissão) para o iodeto de propídeo, e 488 nm (excitação)/525 

nm (emissão) para o SYTO 9 na objetiva de 20x. As imagens foram analisadas no 

software ZEN BLUE versão 2.3 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha).  
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4.5 Análise Estatística 

 

A avaliação proposta neste trabalho, com base em medições de UFC/mL, 

foi realizada por análises de variância de dois fatores: luz (ausente ou presente) e 

concentrações de Ag3PO4. Essas análises foram complementadas por comparações 

múltiplas de médias pelo teste de Tukey. Foram realizadas também análises de 

variâncias auxiliares em relação somente à luz ausente. Para viabilizá-las, as 

contagens de colônias foram transformadas em logaritmos decimais, de modo a 

obter homogeneidade de variâncias e normalidade dos resíduos. Essas condições 

foram comprovadas pelos testes de Levene e de Shapiro-Wilk, respectivamente. 

Adotou-se o nível de significância de 5% para a tomada de decisão. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Espectro de Absorção  

 

O espectro de absorção de Ag3PO4 (Figura 12) demonstrou valores de 

absorbância máxima de 1.493 u.a. no comprimento de onda de 325 nm (fora da 

região azul), diferente dos valores utilizados no desenvolvimento desta pesquisa 

(1,252 u.a., 455 nm).  

 

Figura 12 - Espectro de absorção óptica do Fosfato de Prata (Ag3PO4) 

 

Determinação do sinal de maior absorção óptica. 

Fonte: Elaboração própria. 

 

5.2 Espectroscopia de Reflectância no UV-VIS 

 

A Figura 13 apresenta os espectros de reflectância difusa de UV-VIS e 

valor de Egap do Ag3PO4. O microcristal de fosfato de prata, sintetizado pelo método 

da co-precipitação, apresentou um gap de energia de 2,24 eV (Figura 13), segundo 

os cálculos realizados pelas equações de Kubelka-Munk [F(R∞)] e Wood Tauc (∝

ℎ𝑣), descritas acima. 
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Figura 13 - Espectro de reflectância difusa de UV-VIS e valor de “Egap” do microcristal de 
Ag3PO4 

 

Energia de fóton transmitida, entre as bandas de valência e condução, pelo microcristal de 
fosfato de prata. 

Fonte: Elaboração própria. 

 

5.3 Difração de Raios-X, Morfologia dos Microcristais e Fotocatálise 

 

Análise dos difratogramas obtidos através da DRX revelou que o material 

antes de ser utilizado possui alta cristalinidade, com ausência de fases deletérias, 

devido à definição nítida dos sinais do difratograma (Figura 14). À medida que os 

ciclos estão sendo realizados, observa-se a formação de Ag metálica cúbica e 

hexagonal, identificados através dos sinais indexados em “’Inorganic Crystal 

Structure Database” (ICSD) 44387 e 56269, respectivamente. Ag cúbica está 

presente desde o primeiro ciclo, e sua presença torna-se mais intensa conforme o 

material vai sendo reutilizado. No quarto ciclo, observa-se a presença de maior 

quantidade de Ag cúbica que Ag3PO4 antes da utilização (observar intensidade do 

sinal 111). 

A partir do 3º ciclo, observou-se uma pequena quantidade de Ag 

hexagonal, aumentando na 4ª exposição à luz. Além disso, há um halo de 

amorfização presente, o qual aumenta proporcionalmente ao número de ciclos, 

mostrando uma menor cristalinidade do sistema. Isso ocorre através da irradiação do 
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material à luz, onde o metal Ag, dentro da estrutura de Ag3PO4, é reduzido, dando 

origem à Ag metálica do sistema. Este processo favorece a decomposição de 

Ag3PO4, dando origem ao material amorfo, reduzindo a cristalinidade do sistema 

final, como pode ser observado na Figura 14.  

 

Figura 14 - Difração de raios-X (DRX)  

 
Padrões da DRX de Ag3PO4 após quatro exposições à luz. (P) Pó puro. (L1; L2; L3; L4) 

Número de exposições à luz. 

Fonte: Elaboração própria. 

 

A Figura 15 mostra a evolução da atividade fotocatalítica de fosfato de 

prata após quatro exposições à luz azul (455 nm), como descrito no item 4.4.2.4, 

diluído em corante rodamina B, a qual possui absorbância máxima entre os 

comprimentos de onda de 500 e 600 nm117. Através do espectrofotômetro de UV-

VIS, observou-se que a cada novo ciclo ocorre uma diminuição da taxa de 

absorbância no corante Rodamina B (Figura 15), com exceção do quarto ciclo que 

apresentou valores de absorbância mais altos, semelhantes ao primeiro ciclo.  
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Figura 15 – Espectros de absorção de UV-VIS após atividade fotocatalítica do Ag3PO4 no 
decorrer do tempo. 

 
Estudo da atividade fotocatalítica do fosfato de prata após quatro exposições à luz.  

Fonte: Elaboração própria. 

Isto indica que uma alta taxa de corante rodamina está sendo degradada 

no decorrer dos 30 minutos de exposição à luz (55,8 J/cm²). Através do gráfico 

representado na Figura 16, é possível observar os tempos específicos de 

degradação total da rodamina, tais como 15 (1º e 3º ciclos) e 20 minutos (2º e 4º 

ciclos). Essa degradação ocorre através da diminuição da concentração do corante 

rodamina (Cn) até atingir o valor zero (C0), representado pelo eixo Y. Além disso, 

tem-se o controle, representando a rodamina B sem a presença do fosfato de prata 

e, portanto, descoloração de forma mais lenta. Assim esses resultados confirmam 

que a degradação do corante ocorre principalmente devido à atividade de Ag3PO4 na 

presença de luz (455 nm). 
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Figura 16 - Curva de degradação 

 
Curva de descoloração (cor rosa para transparente) em função do tempo, após cada ciclo 

de exposição à luz.  

Fonte: Elaboração própria. 

 

Confirmando os resultados obtidos anteriormente, a Figura 17 demonstra 

a velocidade de degradação a cada ciclo realizado através da constante de 

velocidade (K). Assim, conclui-se que o terceiro ciclo exposto à luz (455 nm) 

apresentou a maior constante de velocidade (K=0,2223 min-1), portanto o mais 

rápido a degradar o corante rodamina quando comparado aos demais ciclos. 
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Figura 17 - Velocidade de Degradação 

 
Análise da velocidade de degradação da rodamina após cada ciclo de exposição à luz. 

Considere K como constante de velocidade (min-1).  

Fonte: Elaboração própria. 

 

Através da análise das imagens de MEV-EC (Figura 18), observou-se que 

as partículas sem ciclos de exposição à luz, possuem um tamanho de 0,12 µm, 

degradando-se à medida que as exposições à luz ocorrem. No microcristal ainda 

sem exposição à luz (P) o mesmo apresenta um formato arredondado e irregular. No 

entanto, após cada exposição à luz (L1; L2; L3; L4) a partícula se degrada, com 

formatos nitidamente irregulares e mais aglomeradas, com produção de prata em 

sua superfície (Apêndice A). 
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Figura 18 - Microscopia eletrônica de varredura por emissão de campo do Ag3PO4 

 

MEV-EC do Ag3PO4 em diferentes magnificações. (P) Ag3PO4 sem exposição à luz (455 

nm); (L1; L2; L3; L4) Números de exposições à luz. 

Fonte: Elaboração própria. 
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5.4 Análises Microbiológicas 

 

5.4.1 Concentração fungicida mínima (CFM) e análises microscópicas 

 

Nas tabelas 1 e 2 são mostradas as médias e desvios padrão de 

logaritmos decimais de UFC/mL para avaliar a atividade antifúngica do Ag3PO4, em 

diferentes concentrações, na presença ou ausência de luz (455 nm), contra o 

microrganismo C. albicans ATCC 90028, em suspensão e em biofilme, 

respectivamente. Destaque-se que foi somada uma unidade a cada contagem 

original para o cálculo de logaritmos, devido à presença de contagens nulas. 

Em relação aos dados em suspensão, como primeira etapa, foi realizada 

uma análise de variância de dois fatores, luz (ausente ou presente) e concentrações 

de Ag3PO4 iniciando em 125 μg/mL e diminuindo até a 0 μg/mL (controle). Houve 

evidencia de efeito significativo da interação desses fatores sobre o log UFC/mL (p< 

0,001). Então, o teste de Tukey foi aplicado para a comparação múltipla de médias 

com o resultado exposto na Tabela 1. Voltando a atenção para a comparação entre 

usar ou não a luz em uma mesma concentração, nas concentrações 125 e 62,5 

μg/mL, as médias de log UFC/mL na presença da luz foram significativamente 

maiores do que as com luz ausente, mas equivalentes nas concentrações restantes. 

Em relação aos resultados da coluna de luz ausente, as médias de contagens foram 

equivalentes nas concentrações 125 e 62,5 μg/mL, diminuindo nas concentrações 

menores de Ag3PO4. Quanto à luz presente, na concentração 125 μg/mL a média de 

contagem foi significativamente menor do que nas concentrações menores 

restantes.  

Como segunda etapa, observa-se que na concentração 500 μg/mL ou 

maiores a inibição do microrganismo foi total sempre que a luz estava presente, mas 

na ausência da luz a inibição só foi total na maior concentração de Ag3PO4, igual a 

2000 μg/mL. Na ausência da luz, com as concentrações 500, 250 e 125 μg/mL, uma 

análise de variância mostrou que as contagens foram equivalentes (p= 0,485). 
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Tabela 1 - CFM em C. albicans em suspensão 
 

Concentração Luz   

(μg/mL) Ausente   Presente     

2000 0,00 (0,00)   0,00 (0,00)     

1000 2,07 (0,20) a 0,00 (0,00)  * 

500 2,19 (0,16) a 0,00 (0,00)  * 

250 2,00 (0,13) a 0,00 (0,00)   * 

125 2,03 (0,08) a 2,57 (0,06) a * 

62,5 2,65 (0,19) a 3,26 (0,04) b * 

31,25 3,21 (0,08) b 3,44 (0,04) bc  

15,62 3,34 (0,14) c 3,49 (0,09) bc  

7,8 3,45 (0,11) cd 3,52 (0,08) c  

3,9 3,45 (0,03) cd 3,52 (0,07) c  

1,9 3,47 (0,02) cd 3,51 (0,06) c  

0,9 3,51 (0,03) d 3,52 (0,08) c  

0 (controle) 3,57 (0,03) d 3,35 (0,07) bc   

 

Média (desvios padrão) de Log UFC/mL de cultura de C. Albicans em suspensão, submetida 
a diferentes concentrações de Ag3PO4 na ausência ou presença de luz (455 nm). A 
presença de asterisco (*) demonstra que as médias entre luz ausente ou presente são 
significativamente diferentes (Teste de Tukey: p<0,05). Médias acompanhadas de letras 
iguais, em uma mesma coluna, não são significativamente diferentes (Teste de Tukey: 
p>0,05).  
 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Na Figura 19 estão representadas as médias amostrais de log UFC/mL, 

juntamente com intervalos de confiança de 95% para as médias populacionais. 

Esses intervalos, baseados nos desvios padrão das análises de variância, estimam a 

precisão sobre as médias. Além disso, permitem uma boa visualização dos 

resultados das análises de variância, no sentido de que, quanto maior a 

sobreposição, menor a evidência de diferença entre médias. 
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Figura 19 - CFM em C. albicans em suspensão 

 
 

Média amostral (símbolo) e intervalo de confiança de 95% (barra de erro) Log UFC/mL de 
cultura de C. Albicans em suspensão, submetida a diferentes concentrações de Ag3PO4 na 
ausência ou presença de luz 
 
Fonte: Elaboração própria. 

 

Examinando os dados em biofilme (Tabela 2), foi realizada, em primeiro 

lugar, uma análise de variância de dois fatores, luz (ausente ou presente) e 

concentrações de Ag3PO4 de 1000 μg/mL a 0 μg/mL (controle). Houve evidencia de 

efeito significativo da interação desses fatores sobre o log UFC/mL (p= 0,003). 

Então, o teste de Tukey foi aplicado para a comparação múltipla de médias 

(tomando concentração 1000 μg/mL e menores), com o resultado exposto na Tabela 

2 - CFM em C. albicans em biofilme.   

Na concentração 1000 μg/mL, com a luz presente, a média de log 

UFC/mL foi significativamente menor do que com a com luz ausente, sendo 

equivalentes nas demais concentrações. Em relação à luz ausente, as médias de 

contagens foram equivalentes em todas as concentrações a partir de 1000 μg/mL, 

sendo que na presença de luz, na concentração 1000 μg/mL a média foi menor e as 

restantes maiores e equivalentes entre si. 

Em segundo lugar, observa-se nas concentrações 4000 μg/mL, com luz 

ausente ou presente, e 2000 μg/mL com luz presente, total inibição do 
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microrganismo. Na ausência da luz, com a concentração 2000 μg/mL, uma análise 

de variância mostrou equivalência da média com todas as outras médias das 

concentrações menores que ela (p= 0,465). 

 

Tabela 2 - CFM em C. albicans em biofilme 

Concentração  Luz   

(μg/mL)  Ausente   Presente     

4000  0,00 (0,00)   0,00 (0,00)     

2000  5,62 (0,58) a 0,00 (0,00)    

1000  6,29 (0,43) a 4,90 (0,79) a * 

500  6,19 (0,32) a 6,22 (0,20) b  

250  6,02 (0,33) a 6,77 (0,10) b  

0  6,01 (0,52) a 6,35 (0,29) b   

 

Médias entre luz ausente ou presente significativamente diferentes (Teste de Tukey: 
p<0,05). Médias acompanhadas de letras iguais em uma mesma coluna não são 
significativamente diferentes (Teste de Tukey: p>0,05).  
 
Fonte: Elaboração própria. 

 

Na Figura 20 - CFM em C. albicans em biofilmeestão representadas as 

médias amostrais de log UFC/mL, acompanhadas de intervalos de confiança de 95% 

para as médias populacionais. Como afirmado anteriormente, esses intervalos, 

baseados nos desvios padrão das análises de variância, estimam a precisão sobre 

as médias. 
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Figura 20 - CFM em C. albicans em biofilme 

 

Média amostral (símbolo) e intervalo de confiança de 95% (barra de erro) Log (UFC/mL) de 
cultura de C. Albicans em biofilme, submetida a diferentes concentrações de Ag3PO4 na 
ausência ou presença de luz 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Nas imagens de MEV-EC (Figura 21), o microrganismo apresenta uma 

deformação em sua morfologia quando comparada à sua forma arredondada 

padrão, conforme mostrado pelas setas (Figura 21a e Figura 21c). Além disso, há 

uma redução de C. albicans na magnificação de 500x, quando comparada ao 

controle (sem Ag3PO4). 
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Figura 21 - MEV-EC de biofilme com Ag3PO4 

 
 
Microscopia eletrônica de varredura por emissão de campo de biofilme em formação, tratado 
com Ag3PO4 na ausência (a,b) e presença de luz (c,d). (a) 2000 µg/mL; (b) 4000 µg/mL; (c) 
1000 µg/mL e (d) 2000 µg/mL. 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Nas imagens de microscopia confocal à laser (Figura 22 e Figura 23), a 

coloração vermelha (células mortas) torna-se mais intensa à medida que as 
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concentrações aumentaram (subinibitórias para inibitória), sendo inversamente 

proporcional à coloração verde (células vivas). Além disso, o grupo controle 

demonstrou um conjunto de microrganismos vivos e aglomerados. Nas demais 

concentrações utilizadas, esta aglomeração diminui à medida que as concentrações 

aumentam, apresentando mais espaçamento, o que pode ser característico da 

redução do microrganismo. Esses dados estão de acordo com as imagens de MEV-

EC (Figura 21) e os dados da UFC (Tabela 2 e Figura 20). 
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Figura 22 – Micrografias obtidas através de microscopia confocal em biofilme na ausência 
de luz 

 
Microscopia confocal (a – C. albicans vivo; b – Vivos e mortos; c – C. albicans morto) e 
MEV-EC (d) do biofilme de C. albicans formado na presença de fosfato de prata sem luz. 

Fonte: Elaboração própria. 

 

No entanto, as imagens de microscopia confocal da CI na ausência e 

presença de luz (Figura 22 e Figura 23) apresentam uma tonalidade de verde mais 
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escura, quando comparado ao grupo controle, o qual exibe uma tonalidade de verde 

mais clara e intensa. Esta diferença deve ser devido à alta concentração de 

microcristais (4000 e 2000 μg/mL), os quais podem ter sido marcados com 

fluoróforos (Syto 9 e iodeto de propídio), apresentando diferentes tonalidades de cor 

(mais claro e mais escuro). 

Os mesmos resultados podem ser observados em imagens de 

microscopia confocal com os microcristais em contato com C. albicans, na presença 

de luz. Embora as imagens demonstrem uma grande tonalidade de células vivas 

(pontos verdes), muitas células mortas podem ser observadas em quase a mesma 

proporção. Isso pode ser explicado, como descrito acima, através de uma possível 

marcação de Ag3PO4, pois ao observar as imagens de MEV-EC e confocal (Figura 

21 e Figura 23), há uma redução significativa de microrganismos (p<0,001) em 

contato com Ag3PO4, concordando com os dados apresentados no gráfico da Figura 

19. 
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Figura 23 – Micrografias obtidas através de microscopia confocal em biofilme na presença 
de luz 

 

Microscopia confocal (a – C. albicans vivo; b – Vivos e mortos; c – C. albicans morto) e 
MEV-EC (d) do biofilme de C. albicans formado na presença de fosfato de prata com luz. 

Fonte: Elaboração própria. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Dentre os materiais associados à Ag, o fosfato de prata é um dos mais 

versáteis, podendo ser utilizado como degradante de poluentes orgânicos22 na 

fabricação de sensores de gás90, sensores solares fotocatalíticos91, conversores de 

CO2 em combustível92 e agente fotocatalítico. Dependendo dos parâmetros 

utilizados na síntese, como temperatura e surfactantes, várias morfologias podem 

ser obtidas, como poliedros, círculos e também partículas com morfologia irregular, 

sendo a característica de fotocatálise dependente da morfologia do material85. 

Ag3PO4 é um excelente agente fotocatalítico, exibindo fantástica atividade 

durante a presença de luz84, especialmente na luz UV, por absorver mais luz nesse 

comprimento de onda, como demonstrado na Figura 12. Neste estudo, utilizou-se 

um comprimento de onda na faixa de luz visível (azul) devido a este comprimento de 

onda ser utilizado comumente na odontologia e pelas evidências de produção de 

espécies reativas produzidas por esta faixa de luz azul102. 

Apesar da região com maior sinal estar fora da região de luz azul, as 

partículas conseguiram ser estimuladas na presença desta luz, com uma 

absorbância de 1,252 u.a. com comprimento de onda de 455 nm, pois a energia de 

fóton da luz utilizada é maior que o “gap” energético do fosfato de prata. Esta 

informação vai de acordo com os resultados encontrados por Seo et al.19, os quais  

demonstraram que o fosfato de prata não é tão eficaz quando irradiado com luz 

vermelha, devido à sua energia de fóton não ser superior ao “gap” de energia do 

Ag3PO4. 

À medida que o fosfato de prata está sendo irradiado com o comprimento 

de onda mais próximo da luz UV (máxima absorção), maior será a sua eficácia. Isto 

ocorre devido ao “GAP” presente no microcristal de fosfato de prata e o fóton de 

energia emitido pela luz. O intervalo energético presente no gap do fosfato de prata 

(band gap) é 2,24 eV (Figura 13). Sendo GAP a diferença de energia entre as 

bandas de valência e de condução de um semicondutor (Ag3PO4), os elétrons 

presentes na banda de valência (VB) são excitados energeticamente para a banda 

de condução (CB) quando a energia de fóton fornecida é superior ao gap do 

semicondutor84, tornando-se fotoexcitável. 

Para obter a energia do fóton no comprimento de onda usado, tem-se a 

relação Planck-Einstein, dada pela fórmula E = hf118, onde f é a frequência de 
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oscilação e h uma constante Planck (h = 4,14 x 10-15 eV.s). Na física, no estudo da 

ondulatória, a velocidade da luz tem uma relação com o comprimento de onda e a 

frequência, expressada pela fórmula c = λ.f119. A partir desta equação, a frequência 

(f = c/λ) é substituída na relação Planck-Einstein para encontrar uma nova equação 

e calcular a energia a partir do comprimento de onda (E = hc/λ). Sendo h e c duas 

constantes, tem-se uma equação alternativa para calcular a energia do fóton, dada 

por E = 12400/λ, em eV, tendo o valor de comprimento de onda λ necessariamente 

em Å-angstrom118. 

Assim, a energia de fóton da luz, com comprimento de onda 455 nm, é 

dada por 2,72 eV. Desta forma, o microcristal pode ser estimulado pela luz utilizada, 

sendo sua energia de fóton (2,72 eV) maior que o gap de energia do microcristal de 

fosfato de prata (2,24 eV)84, sendo representativo nos testes microbiológicos deste 

estudo e nos de Seo et al.19. 

Após cada exposição à luz, a degradação de Ag3PO4 ocorre 

gradualmente, como demonstrado nas imagens MEV-EC (Figura 18). Ao serem 

degradados, Ag3PO4 produzem EROs, além da liberação de íons de prata80, que a 

medida que o Ag3PO4 vai sendo iluminado, sua degradação vai ocorrendo, liberando 

íons de prata para o meio. Esses resultados corroboram com os dados fornecidos 

pelo ensaio de DRX, em que pode-se constatar as alterações ocorridas no “bulk” a 

longo alcance. Conforme as partículas vão sendo utilizadas, há um aumento na sua 

fase amorfa, e consequente diminuição da fase cristalina. A amorfização estrutural 

das amostras foram diretamente proporcionais à alteração morfológica do material. 

Adicionalmente, a amorfização também foi diretamente proporcional à capacidade 

fotocatalítica do material, sugerindo que a desorganização estrutural a longo alcance 

está relacionada com sua maior eficiência na produção de espécies reativas de 

oxigênio. Dessa maneira, sugere-se que determinado grau de desordem, tanto 

estrutural quanto morfológico, é desejável para que ocorra maior eficiência do 

sistema. 

Observou-se que a atividade fotocatalítica no corante rodamina diminui a 

cada novo ciclo (Figura 15), concordando com  Chen et al.88, com exceção do 4º 

ciclo. No entanto ocorre um aumento na velocidade de degradação do corante 

rodamina (Figura 16 e Figura 17). É conhecido que a fotocatálise ocorre quando a 

partícula é excitada no comprimento de onda adequado, fazendo com que elétrons 

migrem da banda de valência para a banda de condução e vice-versa, formando um 
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buraco. O elétron reage com o oxigênio do ar, e o buraco reage com H2O, formando 

assim espécies reativas de oxigênio, como o 𝑂2
−, O2H e o radical OH120. Quanto 

maior a facilidade do elétron se movimentar entre as camadas eletrônicas, maior 

será a geração de EROs, sendo a ordem estrutural determinante para que isso 

ocorra. Essas espécies reativas, além de fotodegradarem o corante rodamina, 

também são responsáveis pela inativação de microrganismos, dentre eles C. 

albicans. A Figura 24 apresenta o mecanismo de ação das partículas de Ag3PO4 

quando submetidos à irradiação com luz azul (455 nm). Conforme as partículas são 

irradiadas, alterações morfológicas acontecem na superfície do material, sendo 

responsáveis pela liberação de íons Ag, que são microbicidas. Além disso, a energia 

fornecida pela luz facilita a migração dos elétrons entre as camadas eletrônicas. Os 

buracos e elétrons quando reagem com H2O e O2, respectivamente, são 

responsáveis pela geração de EROs, também microbicidas. Concomitantemente, o 

material sofre desordem estrutural a cada nova utilização, aumentando a geração de 

EROs, o que explica o comportamento fotocatalítico do Ag3PO4 ao decorrer dos 

ciclos. 

Figura 24 - Mecanismo de ação do Ag3PO4 

 

Mecanismo de ação de fotodegradação e inativação microbiana dos microcristais de Ag3PO4 
sintetizados, submetidos à irradiação com luz (455 nm). EPS: efeito plasmônico de 
superfície; e-: elétron; h+: buraco; BC: banda de condução; BV: banda de valência. 

Fonte: Elaborado por Camila Cristina de Foggi, adaptado de Martin et al.84 
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Dessa maneira, a irradiação por luz azul (455 nm) favorece a produção de 

EROs, atuando diretamente em uma maior velocidade de degradação do corante 

rodamina a cada novo ciclo de exposição à luz, e consequentemente na eliminação 

de C. albicans, quando comparado ao seu efeito antimicrobiano sem luz. Uma vez 

que a luz proporciona uma maior energia de fótons quando comparada ao gap 

energético presente no fosfato de prata, há uma maior recombinação de pares de 

elétrons e buracos, os quais reagem com o ar e a água, e geram radicais livres, 

especialmente superóxidos13.  

Pesquisas foram realizadas avaliando a taxa de crescimento do 

microrganismo na presença de Ag3PO4
17. No entanto, até o presente momento não 

há estudos na literatura relacionando a sua ação tanto contra biofilme como na 

presença do fungo C. albicans, como apresentado pelo presente estudo. Os altos 

valores de concentração inibitória e subinibitória observados no biofilme quando 

comparados a suspensão, se devem à sua maior complexidade e presença de uma 

matriz extracelular, sendo esta uma resistência inerente de biofilmes55.  
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7 CONCLUSÃO  

 

• O microcristal de fosfato de prata, sintetizado pelo método de co-precipitação, 

após quatro exposições de luz com comprimento de onda máximo a 455 nm, 

demonstrou a formação de prata cúbica (a partir de 1 exposição) e hexagonal 

(após 3 exposições); 

• O microcristal de fosfato de prata apresentou uma morfologia arredonda e 

irregular, acentuando-se à cada nova exposição à luz; 

• Observou-se um aumento na atividade fotocatalítica de Ag3PO4, com aumento 

de velocidade na degradação do corante rodamina a cada novo ciclo, com 

exceção do 4º ciclo; 

• Nos testes microbiológicos, o fosfato de prata apresentou atividade antifúngica 

tanto para a forma planctônica quanto para o biofilme em formação de C. 

albicans.  

• A atividade antifúngica foi mais efetiva na presença de luz, com concentrações 

mais baixas quando comparadas a concentrações mais altas do microcristal na 

ausência de luz.  

• Fosfato de prata possui atividade antifúngica, com efeito potencializado, na 

presença de luz na faixa azul. 
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APÊNDICE A – IMAGENS DE MEV-EC AMPLIADAS 
 

Figura A1 - Fosfato de prata puro 

 
Fosfato de prata na forma pura, sem exposição à luz.  

Fonte: Elaboração própria. 
 
 

Figura A2 - Fosfato de prata após 1 exposição à luz 

 
Fosfato de prata após 1 exposição de luz azul (455 nm ) por 30 minutos (55,8 J/cm²).  

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura A3 - Fosfato de prata após 2 exposições à luz 

 
Fosfato de prata após 2 exposições de luz azul (455 nm ) por 30 minutos (55,8 J/cm²).  

Fonte: Elaboração própria. 

 
 

Figura A4 - Fosfato de prata após 3 exposições à luz 

 
Fosfato de prata após 3 exposições de luz azul (455 nm) por 30 minutos (55,8 J/cm²).  
 
Fonte: Elaboração própria. 
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Figura A5 - Fosfato de prata após 4 exposições à luz 

 
Fosfato de prata após 1 exposição de luz azul (455 nm ) por 30 minutos (55,8 J/cm²).  

Fonte: Elaboração própria. 

 
 

Figura A6 – Biofilme exposto à luz (1000 µg/mL) 

 
Biofilme de C. albicans, na concentração de 1000 µg/mL, após exposição à luz por 30 

minutos (55,8 J/cm²). Observa-se alteração na morfologia celular como indicado pelas setas.  

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura A7 - Biofilme exposto à luz (2000 µg/mL) 

 
Biofilme de C. albicans, na concentração de 2000 µg/mL, após exposição à luz por 30 
minutos (55,8 J/cm²). Observa-se uma maior quantidade de fosfato de prata envolta de C. 
albicans.  

Fonte: Elaboração própria. 
 

Figura A8 - Biofilme na presença de luz com maior magnificação (14000x) 

 
Biofilme de C. albicans, em uma imagem de MEV-EC com maior magnificação, mostrando o 
contato direto com o fosfato de prata.  

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura A9 - Biofilme não exposto à luz (2000 µg/mL) 

 
Biofilme de C. albicans, na concentração de 2000 µg/mL. Observa-se alteração na 
morfologia celular como indicado pelas setas.  

Fonte: Elaboração própria. 
 

Figura A10 - Biofilme não exposto à luz (4000 µg/mL) 

 
Biofilme de C. albicans, na concentração de 4000 µg/mL. Observa-se uma grande 
quantidade de fosfato de prata em contato com C. albicans. 

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura A11 - Biofilme na ausência de luz com maior magnificação (14000x) 

 
Biofilme de C. albicans, em uma imagem de MEV-EC com maior magnificação, mostrando o 

contato direto do microrganismo com o fosfato de prata.  

Fonte: Elaboração própria. 

 

Figura A12 - Controle negativo de tratamento 

 
Controle negativo de tratamento, ou seja, C. albicans sem a presença de fosfato de prata.  

Fonte: Elaboração própria.
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