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RESUMO 
 

 

ROCHA, Ully Guimarães. Análise da ação bactericida de selante de matriz 
polimérica com aditivo de prata. 2022. 65 f. Dissertação (Mestrado em 
Engenharia Mecânica) – Faculdade de Engenharia, Universidade do Estado do 
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.  
 

Este projeto teve como objetivo analisar e caracterizar algumas 
superfícies poliméricas à base de poliácido láctico (PLA), com e sem o 
revestimento de um selante de matriz polimérica com aditivos de Nitrato de 
Prata. Foram utilizadas metodologias para fabricar as placas de PLA por 
manufatura aditiva (impressão 3D) e o selante à base de Prata. Técnicas de 
inspeção visual, microscopia óptica (MO), processamento digital de imagens 
(PDI), microscopia eletrônica de varredura (MEV), análise química 
semiquantitativa por espectroscopia por dispersão de energia (EDS) e medidas 
de rugosidade média (Ra) foram usadas para a caracterização dos polímeros. 
Testes in vitro foram realizados para analisar o efeito das superfícies e quantificar 
o crescimento das bactérias Escherichia coli ATCC 11229 e Staphylococcus 
aureus ATCC 25923. Enquanto que para análise do efeito das superfícies foram 
realizados testes in vitro com o objetivo de quantificar o crescimento das 
bactérias Escherichia coli ATCC 11229 e Staphylococcus aureus ATCC 25923. 
Os resultados obtidos apresentaram uma redução de aproximadamente 64 
vezes na quantidade de bactérias após 30 minutos de contato com a superfície 
revestida pelo selante quando comparado às superfícies sem o revestimento. 
 

Palavras-chave: PLA. Impressão 3D. Teste in vitro. Atividade antimicrobiana. 

Nitrato de Prata.  



ABSTRACT 
 

 

ROCHA, Ully Guimarães. Analysis of the bactericidal action of polymeric 
matrix sealant with silver additive. 2022. 65 f. Dissertação (Mestrado em 
Engenharia Mecânica) – Faculdade de Engenharia, Universidade do Estado do 
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022. 
 

The aim of this project was to analise and characterize some properties of 
polymeric surfaces based on PLA, uncoated and coated with a polymer matrix 
sealant with Silver Nitrate aditives. The methodology included the fabrication of 
PLA plates by additive manufacturing (3D printing) and the creation of a sealant 
model to cover these samples silver-based. Techniques like visual inspections, 
optical microscopy (OM), digital image processing (DIP), scanning electron 
microscopy (SEM), semi-quantitative chemical analysis by energy dispersive 
spectroscopy (EDS) and average roughness (Ra) were used to characterize the 
surfaces. In vitro tests were carried out to analyze the effect of the surfaces and 
quantify the growth of the bacteria Escherichia coli ATCC 11229 and 
Staphylococcus aureus ATCC 25923. The results obtained showed a a reduction 
in the number of bacteria of approximately 64x for the silver-based material after 
30 minutes of contact with the sealant surface, when compared to the non-coated 
surfaces. 

 

Keywords: PLA. 3D printing. In vitro test. Antimicrobian activity. Silver Nitrate. 
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INTRODUÇÃO 

 

 A globalização dos microrganismos ganhou evidência recentemente. Com 

as viagens aéreas, um indivíduo infectado pode viajar ao redor do mundo em um 

curto período, o que significa que uma simples viagem pode infectar um mundo 

inteiro, transformando uma epidemia em uma pandemia com velocidade 

surpreendente [1]. 

Há dois tipos de bactérias, as Gram-positivas e as Gram-negativas, que 

são identificadas respectivamente pelas cores roxa e vermelha quando tratadas 

com corantes. Cerca de 90 a 95% das bactérias Gram-negativas são 

patogênicas enquanto as Gram-positivas, possuem, muitas não patogênicas e 

de grande importância para o meio ambiente. A observação de Gram possibilita 

também associarmos as bactérias às infecções clínicas, e mais uma vez 

diferencia-las em positivas ou negativas, o que permite monitorar a infecção e 

adotar tratamento adequado, mesmo antes que seja feita uma análise mais 

detalhada. Outras características que diferenciam as bactérias em negativas ou 

positivas são a composição e as propriedades químicas e físicas das paredes 

celulares. Ou seja, é o tipo de parede, ligado a coloração, que vai definir sua 

resistência aos antibióticos e medicamentos e quais tipos de agentes químicos 

e físicos serão utilizados para eliminar, controlar ou aumentar o crescimento das 

bactérias de acordo com a necessidade [5,6]. 

Com o surgimento de novos vírus e bactérias mais resistentes, estudos e 

pesquisas sobre substâncias biocidas e equipamentos de proteção têm se 

tornado ainda mais necessários. Em unidades hospitalares, onde riscos de 

contaminação são ainda mais elevados, os cuidados devem ser ainda maiores, 

pois nestes locais, as práticas de limpeza mais aprimoradas são de difícil 

implementação, o que acaba acarretando um percentual baixo de superfícies 

hospitalares que recebem uma higienização satisfatória, favorecendo os quadros 

de infecção hospitalar. Além de ser um ambiente de disseminação de doenças 

ou infecções, quando não atendidos, os hospitais são focos de microrganismos 

patogênicos, com alta mortalidade, gerando um grande impacto e preocupação 

na área médica. Na tentativa de combater a proliferação causada pela 

contaminação de superfícies como macas, mesas, interruptores e materiais 
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hospitalares, diversas pesquisas têm avaliado a atividade e a eficácia biocida de 

metais como Prata, cobre e zinco. Neste contexto, superfícies antimicrobianas 

(com habilidade de matar ou deixar inativos microrganismos do tipo bactérias, 

fungos e vírus) feitas de materiais compósitos contendo partículas de Prata tem 

se destacado [2,3]. 

Os selantes, usados como uma camada superficial para bloquear os 

poros e minimizar os efeitos da porosidade nas superfícies pois penetram nos 

defeitos dos revestimentos, são tintas especiais que ajudam a proteger o material 

base, já que reduzem as áreas expostas. Sua ação se dá através de sua 

aplicação sobre a superfície para vedação dos poros. Seja a base de resina 

(epóxi, poliéster ou poliuretano) ou cera, os selantes podem ter pigmentos 

metálicos ou não. Entretanto, para que seja garantida sua eficácia, eles devem 

ter baixa viscosidade, absorver pouca água, ser compatível com o ambiente de 

trabalho e possuir baixa espessura, geralmente 75 μm ou menor [77-81]. 

Os materiais com ação antimicrobiana são considerados essenciais em 

ambientes onde deve predominar a limpeza e a higiene. Com isso, o 

desenvolvimento de materiais biocidas tem sido uma forma eficaz de lidar com 

situações de risco e estão se tornando interessantes para as indústrias. Na forma 

de aditivos, os agentes biocidas têm sido acrescentados nas embalagens de 

alimentos, utensílios de cozinha, tubos, filtros de ar, recipientes e caixas, em 

produtos médicos como luvas, cateteres, curativos e roupas de cama [4-6,15,16]. 

O objetivo desta pesquisa é avaliar o efeito biocida de um selante (ou tinta) 

à base de polímero e contendo partículas de Nitrato de Prata, aplicado sobre a 

superfície de uma placa de polímero termoplástico (Poliácido Láctico - PLA), 

obtida por impressão 3D, simulando a superfície de alguns dispositivos 

hospitalares. Os sistemas com e sem selante serão submetidos às técnicas de 

caracterização por microscopia óptica (MO), medidas de rugosidade, 

microscopia eletrônica de varredura (MEV), análise química semiquantitativa por 

Energy Dispersive Spectroscopy (EDS), Processamento Digital de Imagens 

(PDI). Adicionalmente, os sistemas foram avaliados através de testes in vitro 

expostos às bactérias das estirpes Escherichia coli ATCC 11229 (Gram-

negativa) e Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Gram-positiva), a fim de medir 

a eficácia do selante ao entrar em contato direto com as bactérias. 
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1. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

1.1 Microbiologia e as bactérias  

A microbiologia estuda os seres microscópicos (alguns deles surgiram há 

milhões de anos) conhecidos como micro-organismos. Dotados de uma grande 

diversidade de espécies, impossíveis de serem vistos com a vista desarmada, 

possuem o papel fundamental no ciclo do carbono e do nitrogênio e, 

automaticamente, na manutenção da atividade biológica [2]. Já a microbiologia 

médica, está relacionada aos micro-organismos causadores de doenças em 

humanos e animais [1]. 

Dentro do grupo de micro-organismos estão as bactérias, com dimensões 

oscilando entre 0,2 e 2 µm, seres unicelulares que ao aderirem em determinadas 

superfícies, influenciadas por diversos fatores como alimento, temperatura, 

humidade, PH e oxigênio, podem aumentar sua população, formando um 

biofilme [2]. Encontradas em qualquer lugar, elas revestem a pele, as mucosas 

e cobrem o trato intestinal dos homens e dos animais. Estão intrinsecamente 

ligadas às vidas de organismos e aos amplos ambientes em que habitam. As 

bactérias denominadas comensais, são extremamente benéficas e essenciais 

para a manutenção da vida, integram parte da nossa proteção contra a 

colonização das patógenas, as quais são nocivas à nossa saúde [3]. 

Segundo os microbiologistas, as bactérias são classificadas de acordo 

com as características dos micro-organismos, podendo ser divididas entre Gram-

positivas e Gram-negativas [4]. Existem, portanto, algumas particularidades 

entre essas bactérias, e para diferenciá-las foi criado o método chamado GRAM, 

em homenagem ao bacteriologista dinamarquês Hans Christian Gram, que 

realizou um estudo a respeito da cor das bactérias. Em 1984, Hans observou 

que as bactérias adquiriam cores diferentes, quando tratadas com diferentes 

corantes. Isso permitiu classificá-las em dois grupos distintos: as que ficavam 

roxas, que foram chamadas de Gram-positivas, e as que ficavam vermelhas, 

chamadas de Gram-negativas [5]. A técnica de Gram tem também uma grande 

importância clínica porque permite que as bactérias associadas 

a infecções sejam prontamente caracterizadas como Gram-positivas ou Gram-

negativas, o que permite monitorar a infecção e adotar certas opções de 
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tratamento, mesmo antes que seja feita uma análise por cultura, isto é, uma 

análise mais detalhada. 

Além da coloração, é possível diferenciá-las quanto a composição e 

propriedades químicas e físicas das paredes celulares. As Gram-

positivas possuem uma parede celular grossa. Já os organismos Gram-

negativos possuem uma parede celular mais fina que é envolvida por outra 

membrana externa, portanto, os Gram-negativos possuem 2 membranas, a 

externa difere da interna e contém moléculas de lipossacarídeos tornando-as 

mais fortes, aumentando sua resistência aos antibióticos e medicamentos. 

Portanto, é o tipo de parede, ligado a coloração, que vai definir quais tipos de 

agentes químicos e físicos que serão utilizados para eliminar, controlar ou 

aumentar o crescimento das bactérias de acordo com a necessidade [6].  

Cerca de 90 a 95% das bactérias Gram-negativas são patogênicas e 

muitas Gram-positivas são não patogênicas e algumas, inclusive, de grande 

utilidade para o meio ambiente e seres vivos. Outra característica das Gram-

negativas é que, geralmente, são mais ameaçadoras do que as Gram-positivas 

por terem uma maior capacidade de se multiplicar e serem ou se tornarem mais 

facilmente resistentes aos antibióticos [6]. 

Dentre as Gram-positivas destacam-se a Stafilococcus aureus, 

Lactobacillus spp, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, 

Clostridium tetani e Enterococcus faecalis. Já entre as bactérias Gram-negativas 

destacam-se a Escherichia coli, Helicobcater pylori, Haemophilus influenzae, 

Neisseria, Klebsiella, Enterobacteriaceae, Chlamydia, Salmonella, Shigella e 

Vibrio [2]. 

1.2 Infecção hospitalar e pontos focais de transmissão de doenças 

Como já dito na Introdução desta proposta, com a globalização dos micro-

organismos, uma simples viagem pode infectar um mundo inteiro, transformando 

uma epidemia em uma pandemia com uma velocidade surpreendente [7]. 

Considerando ambientes de possível disseminação de doenças ou 

infecções, quando não tomados os devidos cuidados, os hospitais são pontos 

focais de micro-organismos patógenos. A partir do momento em que os doentes 

passaram a ser tratados em hospitais, a transmissão de agentes infecciosos no 

ambiente hospitalar tornou-se motivo de preocupação. As infecções adquiridas 
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nesses locais têm contribuído para aumentar o risco de morte entre os pacientes 

mais graves e aqueles imunocomprometidos [8]. 

Com alto índice de mortalidade, este tipo de infecção sempre teve um 

grande impacto e preocupação na área médica. Por ser um grande problema de 

saúde pública, necessita de uma vigilância epidemiológica minuciosa, de alta 

periodicidade e atenção redobrada dos profissionais de saúde, da administração 

hospitalar, da Comissão de Controle de Infecção Hospitalar e do Governo [12]. 

De acordo com o Ministério da Saúde (1998), a Infecção Hospitalar (IH) 

“é aquela adquirida após a admissão do paciente e que se manifeste durante a 

internação ou após a alta, quando puder ser relacionada com a internação ou 

procedimentos hospitalares” [9].  

Numa situação mais ampla, isto é, considerando-se outros ambientes 

pontos focais para disseminação de doenças e não só os hospitalares, o 

Programa de Controle de Infecção em Serviços de Saúde é sinônimo de controle 

de qualidade. Por isso, no Brasil, essa atividade é desenvolvida pela Anvisa com 

muito engajamento, em parceria com Vigilâncias Sanitárias estaduais, 

municipais, hospitais públicos e privados, instituições de ensino e profissionais 

de saúde. A meta é reduzir, em âmbito nacional, a incidência de Infecções 

Relacionadas à Assistência à Saúde (IRAS) e de Resistência Microbiana (RM) 

em serviços de saúde, por meio da implementação de práticas de prevenção e 

controle de infecções baseadas em evidências. Além de divulgar ações que 

possam prevenir as infecções adquiridas nas unidades de saúde - hospitais, 

clínicas e ambulatórios [10]. 

Segundo a Organização Mundial de Saúde, até 32% dos pacientes 

contraem um infecção pós-cirúrgica e centenas de milhões de pacientes são 

afetados pelas IRAS a cada ano em todo o mundo, ou seja, uma alta taxa de 

mortalidade, acarretando uma grande perda financeira para todo o sistema de 

saúde. Além disso, um em cada dez pacientes contraem alguma infecção 

enquanto recebem cuidados e de cada cem pacientes hospitalizados, sete em 

países desenvolvidos e dez em países em desenvolvimento irão adquirir pelo 

menos uma das IRAS [9, 13]. 

Entretanto, os hospitais também são essenciais para o controle 

epidemiológico, pois complementam e amplificam a eficácia de muitas outras 

partes do sistema de saúde. Atualmente, as deficiências do sistema hospitalar e 
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de saúde estão conduzindo, em boa parte do mundo, uma nova visão, onde os 

hospitais desempenham um papel fundamental no apoio de outros prestadores 

de cuidados da saúde, gerando uma rede de referência ao alcance da 

comunidade [11]. 

Os hospitais concentram recursos escassos em redes de referência bem 

planejadas para responder de forma eficiente às necessidades de saúde da 

população. E, geralmente, fornecem um ambiente para a educação de médicos, 

enfermeiras e outros profissionais de saúde e são uma base crítica para a 

pesquisa clínica [11]. 

1.3 Prevenção e controle de doenças infecciosas 

Prevenir a exposição e a infecção é a forma mais eficaz de combater a 

morbidade e mortalidade causadas pelas doenças infecciosas. Medidas de 

prevenções, que geralmente se aplicam a muitos patógenos com mesmo modo 

de transmissão, podem ser tomadas pela comunidade, com objetivo de diminuir 

a transmissão e automaticamente o risco de exposição dos indivíduos que 

componham esta comunidade, e pelo próprio indivíduo [1]. 

Muitas dessas medidas, são relativamente simples e fáceis de 

implementar. Como por exemplo, a importância de lavar as mãos que foi 

fundamentada por Ignaz Semmelweiss na década de 1840.  Ele demonstrou a 

relevância desse simples ato, quando identificou o modo de transmissão da 

sepse puerperal, e introduziu esta medida para os médicos em hospitais, com o 

objetivo de reduzir a mortalidade. Porém, muitas vezes uma medida de 

prevenção não é generalizada entre os indivíduos. Mudanças de 

comportamentos em torno da prevenção pode ser difícil, pois muitos fatores 

relacionados ao conhecimento, a motivação e aos recursos disponíveis 

determinam se uma medida será implementada [2, 12].  

Dentre as medidas individuais a serem tomadas, pode-se destacar 

lavagem das mãos, higiene alimentar, uso de preservativos e medidas contra 

doenças transmitidas por vetores. Já pensando no âmbito mais geral, pode-se 

relacionar ao saneamento básico, água potável, isolamento, quarentena, 

rastreamento de contato, triagem no suprimento de sangue e outros [3].  

É possível, como forma de prevenção, trabalhar, também, com o controle 

da resistência bacteriana. No início do século XX, a descoberta da penicilina, 
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antibiótico usado durante a segunda guerra mundial, ajudou a controlar as 

infecções bacterianas, incluindo as hospitalares. Porém, com o aparecimento da 

bactéria Staphylococcus aureus, resistente à penicilina, na metade desse século, 

levou a uma devastadora epidemia hospitalar com esses agentes. Esta bactéria 

infectava os pacientes internados nas unidades, com isso a efetividade da 

descoberta da penicilina e de outros antibióticos posteriores foi substituída pelo 

número crescente de amostras bacterianas que, rapidamente, adquirem 

resistência a estas drogas [12]. 

A bactéria tem a habilidade de se adaptar e consequentemente criar uma 

resistência aos antibióticos. Estudos mostram que na Europa e na América do 

Norte, Staphylococcus aureus se mostrou resistente à meticilina, Streptococcus 

pneumoniae é não susceptível à penicilina, enterococos é resistente à 

vancomicina e a própria vancomicina é a única droga que pode tratar o 

Staphylococcus aureus, mas no Japão, algumas cepas já se mostraram 

resistentes a este antibiótico. Esta resistência antimicrobiana é irreversível 

devido ao uso indiscriminado de antibióticos. Por isso, é algo preocupante para 

o meio científico e cada vez aumenta a necessidade de conscientizar os 

profissionais de saúde e a população quanto ao uso dos antibióticos [3, 12]. 

O impacto das bactérias resistentes é um problema mundial que 

representa uma grave ameaça para a humanidade. Além de ser uma grande 

barreira na saúde pública e de grande amplitude médico-social, cujas 

consequências, para muitos estudiosos, já estão no nosso cotidiano e podem 

piorar, pois no futuro elas serão ainda mais devastadoras para a humanidade 

[12]. 

1.4 Bactericidas e bacteriostáticos 

Há duas maneiras diferentes de lidar com infecção bacteriana. Uma delas 

é a administração de bacteriostáticos, que impedem a reprodução das bactérias, 

e a outra são os bactericidas, que matam as bactérias (biocidas). Por não serem 

categorias absolutas, pode acontecer de um ser bactericida para um 

determinado organismo e bacteriostático para outros. Por exemplo, o antibiótico 

vancomicina, já citado anteriormente, é bactericida para o Staphylococcus 

aureus, mas se comporta como um bacteriostático contra o Enterococos [4]. 
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Quando se elimina biofilmes ou bactérias de superfícies, nos alimentos, 

de soluções, não se utiliza antibióticos, mas a técnica de esterilização ou limpeza 

e desinfecção [4, 14]. 

A limpeza (ou esterilização) é onde se elimina, de uma determinada 

superfície, uma sujeira, seja ela visível ou invisível, evitando o acúmulo de 

resíduos que gerem algum crescimento microbiano, com a destruição de todas 

as formas de vida micro-orgânicas. Já a desinfecção é definida como o 

tratamento de superfícies e equipamentos, utilizando meios físicos ou químicos, 

para descarte total de patógenos e redução da quantidade de micro-organismos 

presentes para um nível seguro e / ou prevenir o crescimento microbiano na 

superfície durante o período de produção, evitando assim sua transferência para 

o consumidor [14]. 

A literatura apresenta alguns agentes químicos capazes de esterilizar e 

desinfectar. Entre alguns desses agentes estão o Cloro, Hipocloreto de Sódio 

(NaClO), Dióxido de Cloro (ClO2), Peróxido de Hidrogênio (H2O2), Ozônio (O3) e 

os metais Alumínio, Cobre, Mercúrio, Cádmio, Cromo e Prata [4].  

O Cloro, um dos desinfetantes mais utilizados e eficazes para tratamento 

de água, atua rompendo as ligações químicas das biomoléculas presentes nas 

bactérias e vírus, com uma ação bactericida potente contra a Escherichia coli. 

Porém, armazenar o Cloro em forma de gás, além de ser tóxico para os seres 

humanos, não é uma tarefa fácil. Com isso, outros desinfetantes, como o 

Hipoclorito de Sódio (NaClO), Dióxido de Cloro (ClO2), vêm sido estudados 

como uma alternativa menos nociva a saúde humana [105-107].  

Com ampla atividade antimicrobiana e de ação rápida e barata, o 

Hipoclorito de Sódio é conhecido como um ótimo desinfetante, mas possui alta 

corrosividade, limitando seu uso em algumas superfícies e, para evitar danos, a 

limpeza e desinfecção é feita com o pH elevado, entre 10-11, e para alvejantes 

domésticos, possui uma concentração máxima de 5% em peso de Hipoclorito de 

Sódio. O Dióxido de Cloro também possui um alto poder oxidante, mas uma 

efetividade maior que a do Cloro pois não reage com as moléculas de água, 

acarretando um maior contato com os microrganismos. Além disso, comparado 

ao Cloro, o Dióxido de Cloro consegue, com doses mais baixas, um efeito 

desinfetante mais rápido [105,108,109]. 
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O Peróxido de Hidrogênio tem sido utilizado na indústria alimentícia e em 

hospitais. Barato e fácil de produzir, também é utilizada como desinfetante tópico 

e oral. Para que o Peróxido de Hidrogênio tenha um efeito bactericida, é 

necessário altas concentrações e precisa ser misturado com outro agente 

químico, como por exemplo um ácido [110,111]. 

Dentre os metais com efeito biocida, temos o Alumínio que, na forma 

iônica, é altamente tóxico e vem sendo usado no combate aos fungos e bactérias 

na agroindústria como pesticida para tratamento de frutas. Assim como o 

Alumínio, o Cádmio e o Cromo são comumente usados na agricultura, na 

composição de fungicidas e bactericidas para evitar pragas. Já o Mercúrio, um 

dos bactericidas mais conhecidos e usado há anos para obturar dentes, caiu em 

desuso devido à sua toxicidade elevada, sendo substituído pelo Iodo que além 

de ser menos tóxico aos seres humanos, possui um efeito microbiano mais vasto 

[14,112-116]. 

O Cobre, devido às suas propriedades antimicrobianas, vem sido utilizado 

de várias maneiras, sendo na forma de ligas, revestimentos de superfícies, 

vestuários e tecidos. Porém, vale ressaltar que os seres humanos possuem uma 

baixa sensibilidade em contato com o cobre, sendo assim o Cobre metálico, em 

pequenas concentrações, um elemento seguro para o meio ambiente e para o 

homem. Assim como o Cobre, a Prata é um bactericida amplamente utilizado em 

âmbito hospitalar. Utilizada para prevenir infecções, despertou grande interesse 

na odontologia, pois consegue manter seu efeito biocida por um longo período. 

Os íons de Prata têm o poder de inibir o crescimento celular, danificando as 

paredes celulares e vem sendo usada como aditivos em matrizes poliméricas, 

aditivos superficiais e, recentemente, vem sendo testada a adição de 

nanopartículas de Prata em tecidos para serem utilizados em ambiente 

hospitalar com o objetivo de combater às bactérias e vírus. E, por ser um metal 

tóxico para as bactérias é o objeto de estudo deste trabalho [25,117-120]. 

1.5 Interação entre as bactérias e as superfícies 

Uma das maneiras mais comuns de sobrevivência das bactérias, é 

aderindo às superfícies e formando comunidades, conhecidas como biofilme. As 

superfícies de materiais de aço inoxidável em geral, vidro, borracha e 

polipropileno, por exemplo, são locais onde uma bactéria patógena pode 
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facilmente colonizar, contaminando a superfície do material. Muitas bactérias 

são capazes de aderir a superfícies e são de difícil remoção. Na cozinha, por 

exemplo, e principalmente, nos locais onde são manuseados alimentos, como 

tábuas de corte e bancadas, acabam comprometendo a segurança alimentar 

[4,19]. 

Nos hospitais, esses riscos são elevados. Práticas de limpeza mais 

aprimoradas são de difícil implementação, o que acaba acarretando um 

percentual de que apenas 25% a 50% das superfícies hospitalares recebem uma 

higienização de forma rotineira, desempenhando um importante papel na 

transmissão de doenças no ambiente hospitalar [19]. 

Como uma tentativa de combate a proliferação causada pela 

contaminação das superfícies como macas, mesas, interruptores, corrimãos e 

materiais hospitalares, há estudos com materiais compósitos que incorporam 

metais como o Cobre, Zinco ou Prata que possuem comprovada atividade 

biocida. Alguns trabalhos têm estudado, particularmente, o tempo de eficácia da 

ação biocida. Em um estudo realizado em uma enfermaria israelense de 

cuidados crônicos de traumatismo craniano, pôde-se concluir que houve uma 

redução de 24% de doenças relacionadas à assistência a saúde. Assim como 

menos dias de febre e redução do uso de antibióticos dos pacientes que estavam 

usando a roupa de cama impregnada de Óxido de Cobre [19,20,121]. 

1.6 Materiais e biomateriais antimicrobianos 

Com a resistência das bactérias aos antibióticos, novos estudos estão 

sendo feitos, com o objetivo de criar agente antimicrobianos mais eficazes. 

Dentre eles, a criação de revestimentos com a finalidade de conter ou quem sabe 

até eliminar a proliferação das bactérias [14,15]. 

Os materiais com ação antimicrobiana são considerados essenciais em 

ambientes onde deve predominar a limpeza e a higiene. Com isso, o 

desenvolvimento de revestimentos biocidas tem sido uma forma eficaz de lidar 

com situações de risco e estão se tornando interessantes para as indústrias. Na 

forma de aditivos, os agentes biocidas são capazes de serem aplicados 

diretamente na fabricação. Esses aditivos têm sido acrescentados nas 

embalagens de alimentos, utensílios de cozinha, tubos, filtros de ar, recipientes 
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e caixas, e, também, em produtos médicos como luvas, cateteres, curativos e 

roupas de cama [15, 16]. 

Os biocidas são agentes antimicrobianos que têm efeitos tanto 

bactericidas como bacteriostáticos e vêm sendo usados em grande variedade de 

plásticos e materiais poliméricos, seja por depósito de uma camada protetora 

bactericida ou inseridos dentro da matriz polimérica. Os materiais poliméricos 

antimicrobianos têm o objetivo de controlar os micro-organismos de forma mais 

ativa e a incorporação do agente bactericida na matriz polimérica visa melhorar 

sua vida útil e / ou controlar sua liberação. Estes materiais devem 

necessariamente oferecer alta confiabilidade para hospitais, indústrias 

alimentícias e consumidores de produtos alimentícios [14, 15]. 

A adição de componentes químicos já vem sendo utilizada em polímeros 

para prevenir a degradação do material, tais como descoloração, corrosão, 

manchas e outros. Já a adição de um material antimicrobiano tem como ideia 

principal a de que os íons, por exemplo de Prata ou qualquer outro composto 

bactericida adicionado, sejam gradativamente liberados na solução que os 

envolve para eliminar os micro-organismos [14]. 

Deve-se notar que a criação de um determinado material que irá ter uma 

relação tão direta e invasiva com um ser vivo, pode envolver a prevenção de 

alguns outros eventos específicos, como por exemplo, a sua citotoxidade para 

pessoas e animais. É preciso que haja uma combinação entre ambos, isto é, a 

ação bactericida e não toxicidade para humanos e animais [18]. 

1.7 A Prata como material antimicrobiano 

A Prata, metal usado pela humanidade há cerca de 7000 anos, tem uma 

extensa história de uso antibacteriano. Antigamente, era utilizada pelos gregos, 

egípcios e outros para transportar ou armazenar águas ou alimentos. Seu uso 

em moedas e talheres é bastante conhecido não só pela sua ação biocida, mas 

também por sua resistência à corrosão [24-27]. 

Segundo Moyer (1965), um dos precursores e responsáveis por pesquisas 

utilizando o Nitrato de Prata no tratamento de queimaduras, a Prata é 

ingrediente ativo em pomada e que pode ser utilizada para a prevenção da 

infecção em queimaduras [24, 28-31]. 
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Após a descoberta dos antibióticos, na década de 40, o uso da Prata como 

agente antimicrobiano teve uma redução. Entretanto, devido à disseminação de 

Staphylococcus aureus e sua resistência aos antibióticos, houve, atualmente, um 

aumento no uso da Prata em feridas abertas que após análises com a 

Staphylococcus aureus e outros gram-positivos, não tem apresentado nenhuma 

resistência à Prata [32-35, 39, 40]. 

Conhecidas há cerca de 120 anos, as nanopartículas de Prata possuem 

uma grande importância na microbiologia [41, 42]. Com propriedades 

antimicrobianas bem definidas, podem ser usadas para evitar a proliferação de 

bactérias em meios aquosos e sólidos. Considerando-se isso, pesquisas estão 

sendo direcionadas para que sejam empregadas em próteses, cateteres, 

enxertos vasculares, tecidos tratamento de água e outros [43-51]. 

Com suas propriedades oligodinâmicas, a Prata tem sido usada em 

cateteres urinários revestidos com óxido de Prata para infecções do trato urinário 

e manguitos de colágeno impregnados com Prata em cateteres venosos centrais 

para sepse associada ao cateter [69-73]. 

Em alguns estudos in vitro foi possível observar a ação microbiana da 

Prata, com redução bacteriana diretamente proporcional à concentração 

nanopartículas de Prata, com a quebra da parede celular da Staphylococcus 

aureus, a inibição de biofilmes e um poder de eliminar, sem criar resistência, 650 

agentes patogênicos [43, 52, 54-55]. Apesar destes resultados, ainda há 

controvérsias sobre o tempo de eficácia do poder bactericida e dos mecanismos 

que envolvem este processo, uma vez que os sistemas estão suscetíveis à 

variáveis diversas. 

1.8 Íons de Prata e seu efeito biocida 

Os íons de Prata têm o poder de atacar a célula bacteriana de várias 

maneiras. Quando o átomo de Prata entra em contato com o oxigênio, íons 

positivos são liberados devido à oxidação e, conforme Figura 1, possuem a 

capacidade de perfurar as membranas e parede celular das bactérias, além de 

se unir a componentes, como o Ácido Desoxirribonucleico, evitando que as 

bactérias crescam e realizem funções básicas. Ou seja, essa reação impede a  
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reprodução das bactéria, danifica o material genético dos microorganismos e 

interrompe o transporte de nutrientes, acarretando na morte da bactéria [88,125]. 

 

 

Figura 1: Nanopartículas de Prata entrando em contato com a bactéria e liberando 
íons de Prata. Fonte: https://methanenanosilver.weebly.com/ - Acesso em 23/11/2022. 

 

Com dimensões reduzidas e alta relação entre área e volume, as 

nanopartículas de Prata possuem mais facilidade para penetrar a membrana 

celular. Além disso, as nanopartículas possuem uma grande capacidade de se 

unir ao Enxofre e ao Fósforo presentes tanto nas membranas quanto no interior 

das bactérias, causando danos ao processo de respiração celular e inibindo a 

capacidade de replicação das bactérias [88,125]. 

1.9 Nanocompósitos antimicrobianos 

Há um certo consenso de que um nanomaterial é uma substância 

produzida intencionalmente em nanoescala (cerca de 1-100 nm) para ter uma 

determinada propriedade ou composição [20]. Materiais em nanoescala podem 

ter propriedades físicas, químicas e biológicas únicas, podendo diferir 

significativamente em relação aos átomos ou moléculas equivalentes e 

convencionais [21]. 

A partir da nanociência utilizada para medir, caracterizar e manipular 

materiais em escala nanométrica, e da nanotecnologia, foi possível entender e 

criar nanomateriais com efeito bactericida [22, 23]. Dentre eles estão os 

nanocompósitos poliméricos, que têm chamado bastante atenção com suas 
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propriedades melhoradas em comparação aos materiais compósitos com carga 

de escala macroscópica. Os polímeros biocidas que utilizam nanopartículas de 

Prata dispersas na matriz, parecem possuir propriedades antimicrobianas mais 

eficientes [23, 36-38]. 

De amplo espectro e com ação antimicrobiana potente, as nanopartículas 

de Prata possuem um elevado efeito catalítico, grande área superficial, boa 

condutividade, uma atividade antimicrobiana excepcional, redução da adesão 

microbiana e redução biofilme. As nanopartículas de Prata demonstram 

desestabilizar a membrana externa, colapsar o potencial da membrana 

plasmática, impedir a divisão celular e esgotar os níveis energia intracelular. Com 

sistema físico-químico eficiente, tem demonstrado o poder de eliminar mais de 

650 agentes patogênicos sem que eles criem resistência, ou seja, possui uma 

ampla ação bactericida, o que acarreta na utilização de novos nanocompósitos 

para fabricação dispositivos protéticos, matrizes para preenchimento de defeitos 

ósseos, cateteres, materiais odontológicos, assim como na medicina veterinária, 

no tratamento de água, na indústria de alimentos e, inclusive, na fabricação de 

tintas antibactérias [52, 83-90]. 

1.10 Testes in vitro 

Os testes in vitro são estudos pré-clínicos nos quais a eficácia e a 

toxicidade de um determinado produto são medidas antes de serem 

administrados para os seres humanos. Eles têm o objetivo de substituir os 

ensaios com animais, estes últimos mais complexos, severos e com diversas 

regras reguladoras. Mesmo não reproduzindo uma real situação, esses estudos 

fornecem informações importantes sobre a proliferação e morfologia celular, 

além do comportamento das células durante o período de cultura. 

Além de cultivo de tecidos, cultivos celulares, enzimas e proteínas, são 

utilizados organismos como bactérias, fungos, algas e crustáceos para 

realização dos testes com a finalidade de detectar a toxicidade de produtos para 

uso de seres humanos. O desenvolvimento e a padronização desses estudos 

são fundamentais para evitar reações adversas ou lesões que biomaterial, por 

exemplo, podem causar ao organismo do paciente.  

De acordo com o Órgão Internacional de Padronização - ISO 10993, o 

ensaio de citotoxicidade in vitro é o primeiro teste para se avaliar a 
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biocompatibilidade de qualquer material para uso em dispositivos biomédicos e, 

por ser uma análise do comportamento celular através de diferentes 

mecanismos, somente após comprovada a sua não toxicidade é que o estudo 

pode dar seguimento à próxima etapa [56-61]. 

1.11 Teste in vitro utilizando a Prata 

A Prata é comumente usada tanto na forma iônica quanto na forma 

nanoparticulada como agente bactericida. Isto é geralmente atribuído a uma 

maior toxicidade para células procarióticas do que para células de mamífero. 

Encontradas em bactérias e cianobactérias, as células procarióticas, não possuí 

núcleo definido, não há citoesqueleto e organelas membranosas. Sendo, 

portanto, uma célula com estrutura simples, sem núcleo definido e material 

genético distribuído na região do citoplasma. Segundo a teoria evolutiva, as 

células procarióticas, deram origem as células eucarióticas, encontradas nos 

mamíferos, que são mais complexas e possuem núcleo concentrando o material 

genético. Estudos comparativos com íons de Prata e nanopartículas de Prata 

mostraram que o efeito tóxico da Prata ocorre em uma faixa de concentração 

semelhante para Escherichia coli, Staphylococcus aureus, células-tronco 

mesenquimais humanas e células mononucleares do sangue periférico, com 

concentração de 0,5 a 5 ppm para íons de Prata e 12,5 a 50 ppm para 

nanopartículas de Prata. Ao serem misturadas a algum meio, seja tinta ou gel, 

as nanopartículas de Prata funcionam como um potente agente antimicrobiano 

em baixas concentrações, sendo uma alternativa segura e eficaz, comprovado 

por testes in vitro [43; 62-63; 65,82].  

Na Figura 2 foram realizados testes com a bactéria Gram-negativa 

Escherichia coli contendo diferentes concentrações de nanopartículas de Prata 

em placas de Luria Bertani (LB), meio usado para o cultivo e manutenção das 

bactérias. Na concentração de 10 μg/cm ‾ ³ é possível observar que a Prata inibiu 

70% do número de colônias bacterianas cultivadas nas placas e a partir de 20 

μg/cm ‾ ³ praticamente inibiu a presenças dessas colônias, mostrando que a 

efetividade das nanopartículas de Prata estão diretamente proporcionais às 

composições [43]. 
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Figura 2: Número de colônias de Escherichia coli em função da concentração de 
nanopartículas de Prata em placas de meio de cultura Luria Bertani (LB) expressas 
como uma porcentagem do número de colônias cultivadas em placas de controle sem 
Prata. (a) 0; (b) 10; (c) 20; e (d) 50 μg/cm ‾ ³. Fonte: Sondi (2004). 

 

As atividades antibacterianas de curativos revestidos ou impregnados de 

Prata, também tem sua ação bactericida comprovada, principalmente contra 

bactérias Gram-negativas. Em testes in vitro realizados com diferentes tipos de 

bactérias, incluindo a Staphylococcus aureus e a Escherichia coli, possui rapidez 

na ação, no entanto, varia amplamente para diferentes curativos, pois alguns 

demonstraram uma faixa mais estreita de atividades bactericidas [66]. 

A ação biocida da inserção de Prata na forma de nanopartículas em matriz 

poliéster foi avaliada através de testes in vitro. Foi evidenciada uma redução do 

crescimento de micro-organismos do tipo E. coli e do tipo S. aureus. A presença 

das nanopartículas de Prata inibiu o surgimento de colônias de bactérias e a 

contagem de Unidades Formadoras de Colônias (UFC’s), que foi duas vezes 

menor na superfície onde havia as nanopartículas de Prata [14]. Para investigar 

o efeito das nanopartículas de Prata contra o crescimento da Staphylococcus 

aureus e da Escherichia coli, foram testadas diferentes concentrações e, a partir 

dessas mudanças, realizada a contagem das colônias de bactérias, além de 

mensurada a concentração mínima inibitória. Nas Figuras 3 e 4, é possível 

observar que essa concentração mínima inibitória das nanopartículas de Prata é 

de 5 ppm para a Gram-positiva Staphylococcus aureus e de 10 ppm para a 

Gram-negativa Escherichia coli, respectivamente. A solução de nanopartículas 

de Prata de 10 e 20 ppm foi suficiente para inibir todas as células viáveis de 
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Staphylococcus aureus dentro de 3,3 e 4 horas, respectivamente. Enquanto, 

para inibir todas as células viáveis da Escherichia coli, com a concentração de 

10 e 20 ppm foram necessárias, respectivamente, 2,5 e 3,5 horas. Ou seja, as 

nanopartículas de Prata apresentam forte ação atividade antibacteriana [65]. 

 

 

 

Figura 3: Curvas de inibição de crescimento de Staphylococcus aureus em meio 

LB com diferentes concentrações de solução de nanopartículas de Prata e (B) 

inibição de colônias após a adição de nanopartículas de Prata (10 ppm) com tempo 

de incubação (0;2;3,5 horas). Fonte: Cho (2005). 

 

 

Figura 4: Curvas de inibição de crescimento de Escherichia coli em meio LB com 

diferentes concentrações de solução de nanopartículas de Prata e (B) inibição de 
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colônias após a adição de nanopartículas de Prata (10 ppm) com tempo de 

incubação (0;2;3,5 horas). Fonte: Cho (2005). 

 

Revestimentos de Prata em cateteres tem sido proposto como uma 

tecnologia que pode reduzir a incidência de infecção associada ao cateter. Em 

cateteres de diálise peritoneal de silicone, a presença da Prata conferiu um efeito 

antimicrobiano tanto in vitro quanto em modelos de testes com animais, pelo 

menos em curtos períodos. No entanto, como o cateter deve durar muito tempo 

em uso, uma limitação de qualquer forma de revestimento de Prata pode ser seu 

potencial esgotamento ao longo do tempo [69-73].  

Em estudo in vitro realizado por Kubey (1995), dois tipos de tratamentos 

foram utilizados para revestir segmentos de cateteres de silicone, um foi a 

aplicação de óxido de Prata micronizado revestido por imersão e o outro foi 

impregnado com Prata metálica usando um processo de deposição por feixe de 

íons, ambos em uma matriz de silicone. Testados durante um período de 9 

meses com o objetivo de medir seu efeito antimicrobiano, mostrou uma maior 

eficiência na redução da viabilidade celular do revestimento obtido através da 

imersão, comparado ao revestimento obtido com a deposição do feixe de íons.  

Houve, inicialmente, uma queda com ambos os tipos de revestimento, mas após 

2 meses de imersão no meio in vitro, foi atingido um estado estável. Por ainda 

possuir atividade antimicrobiana detectada após 10 meses, este resultado 

indicou que esses revestimentos potencialmente justificam uma avaliação clínica 

[67,68].  

1.12 Ácido Polilático (PLA) 

O Ácido Polilático (PLA), com nome dado pela IUPAC de ácido 2-

hidróxipropanóico e estrutura molecular apresentada na Figura 5, é da família 

dos poliésteres alifáticos, termoplástico e resistentes. Uma das formas de 

produção se dá por síntese química do ácido lático por meio da fermentação 

bacteriana do amido ou de glicose extraído do milho [91,92].  
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Figura 5: Estrutura molecular do PLA. Fonte: Pradella (2006). 

 

O PLA tem sido aplicado como polímero biodegradável em diversos materiais 

nos últimos anos, pois tem características próximas de termoplásticos sintéticos 

derivados do petróleo, como o tereftalato de polietileno, conhecido como PET 

[91]. A principal aplicação do PLA, na atualidade, é para a produção de 

embalagens, representando aproximadamente 70% do uso. Outras aplicações 

se dão nos setores de têxteis, agricultura e eletrônicos [92]. 

A produção de Ácido Polilático (PLA) se destaca por ser uma opção na 

substituição de plásticos derivados de petróleo. Um polímero versátil, o PLA 

possui várias características desejáveis como transparência, brilho, resistência 

mecânica, resistência térmica e biodegradabilidade. No setor de engenharia, 

fatores como a resistência mecânica e módulo de elasticidade são 

características relevantes do PLA, mas vem acoplada ao baixo percentual de 

alongamento de ruptura e baixa tenacidade, o que acaba limitando quando sua 

aplicação exige uma boa deformação plástica sob alta tensão [93-95]. 

 O PLA, um dos principais materiais utilizados na impressão 3D, além da 

sua popularidade, possui uma vasta opção de cores, fabricantes e grande 

facilidade de manuseio na impressão. Com boa resistência mecânica e menor 

coeficiente de expansão, suas chances de empenamento durante a impressão 

são bem menores [96-99]. 

 Conhecida como manufatura aditiva, a impressão 3D é um processo que, 

através da deposição de uma determinada matéria prima, são fabricados objetos 

tridimensionais. Controladas digitalmente, camadas são sobrepostas 

sucessivamente até que complete o objetivo final, criação de um objeto 

previamente programado. Comparada com os processos de fabricação comum, 

a impressão 3D se destaca por sua eficiência de produção, economia, rapidez, 
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acessibilidade - devido às opções e preços mais acessíveis de materiais e 

máquinas, e versatilidade, pois tem a capacidade de criar inúmeras opções 

geométricas dos materiais [100-104]. 

Diante do aumento de microrganismos com características diversas no 

meio ambiente e com alta capacidade de reprodução, cresce também 

a necessidade de obter substâncias de controle a fim de neutralizar esses 

microrganismos por meio de agentes antivirais. Considerando a área de 

materiais, muitos estudos são desenvolvidos com nanopartículas com ação 

antimicrobiana, para diminuir o seu potencial de infecção. Com isso, a adição de 

nanopartículas de Prata ao PLA ganha destaque devido a sua alta ação antiviral, 

ótima biodegradabilidade, biocompatibilidade e baixa toxicidade. Por tudo isso, 

são utilizadas no desenvolvimento de nanomedicamentos e como opção para 

combater doenças virais [85,86,122]. 

O PLA vem sendo usado como matriz de inserção de nanopartículas de Prata 

em objetos diversos para obter a ação antimicrobiana. Entretanto, não há ainda 

nenhum resultado que garanta uma eficiência duradoura da inserção de 

nanopartículas de Prata no efeito biocida. O que se sabe é que a Prata é eficaz 

em seu controle de proliferação de bactérias, porém, pouco se sabe sobre a 

eficácia da duração do efeito biocida desse sistema [74-76]. 

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 Fabricação das amostras de PLA 

Foram confeccionadas por manufatura aditiva 100 placas de PLA com as 

dimensões 25 x 25 x 5 mm, conforme Figura 6, através de uma impressora 3D 

da marca Sethi, modelo BB, com mesa de 400mm x 400mm x 400mm. Todo o 

processo foi realizado com PLA do mesmo lote e com parâmetros de impressão 

conforme Tabela 1. 
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Figura 6:  Placa de PLA obtida por impressão 3D. Fonte: O Autor. 

 

 
Tabela 1: Parâmetros de impressão da placa de PLA 

 

2.2 Produção e composição dos selantes 

A fabricação do selante se deu através da mistura de verniz da marca Revell, 

modelo VER 32101, e partículas sólidas de Nitrato de Prata (AgNO₃) da marca 

ACS, com pureza analítica (PA), sendo sua composição 0,1 grama de partículas 

de Nitrato de Prata para cada 1mL de verniz. Para pesar as partículas de Nitrato 

de Prata, utilizou-se uma balança de precisão, marca Marte, modelo AY220 

(Capacidade máxima: 220g, Mínimo: 0,01g, precisão de medida 0,0001g). Já 

para medir a quantidade de verniz, foi utilizada uma pipeta plástica. Na Figura 7 

é possível observar o Nitrato de Prata e o verniz que, ao serem misturados 

manualmente, formam o selante utilizado para os testes dos efeitos biocidas. 

 

Velocidade de impressão 35 mm/s
Temperatura 210°C

Altura da camada 0,30 mm
Largura da linha 0,48 mm
Nº de paredes 2

Camadas de base 3
Camadas de topo 3
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Figura 7: a) Verniz comercial usado na fabricação do selante; b) Nitrato de Prata 
usado na fabricação do selante. Fonte: O Autor. 

 

2.3 Aplicação do selante 

O selante foi aplicado manualmente através da utilização de um pincel da 

marca Tigre, número 267-6, e em apenas um dos lados das superfícies das 

placas de PLA. O tempo de secagem foi de 24 horas. Após esse período, as 

misturas mostraram-se aparentemente bem aderidas, de acordo com uma 

inspeção visual e qualitativa. A Figura 8 mostra o aspecto de uma das amostras 

após o período de cura do selante sobre a placa de PLA. 

 

 

Figura 8: Placa de PLA revestida com o selante na proporção de 0,1 grama de 
partículas de Nitrato de Prata para cada 1mL de verniz. Fonte: O Autor. 
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2.4 Caracterização da superfície da amostra 
2.4.1 Medidas de rugosidade 

A fim de avaliar a rugosidade das superfícies (do PLA impresso sem nada 

como recobrimento e recoberto apenas com verniz), foi usado o rugosímetro 

digital Mitutoyo da Faculdade de Engenharia Mecânica de Universidade de 

Estado do Rio de Janeiro, modelo SJ210, com ponta de prova com raio de 5 µm, 

calibrado conforme Certificado de Calibração INSTEMAQ nº 7464/14C de 27-12-

2014, equipado com software ST Communication Tool. Para os ensaios, foram 

utilizados parâmetros conforme as normas ABNT NBR ISO 4288:2008 e ABNT 

NBR ISO 4287:2002 [127-128]. 

Foram analisadas dez amostras com o PLA puro, sem nenhum revestimento, 

e cinco amostras revestidas com o verniz. As quinze placas foram ensaiadas 

duas vezes, obtendo trinta medidas diferentes, das quais quinze foram paralelas 

ao sentido das linhas de impressão e as outras quinze com defasagem de 90º, 

perpendiculares ao sentido das linhas de impressão para que pudesse ser 

evidenciada a anisotropia do material. Como a capacidade de medida do 

rugosímetro era de até 100 µm, foram analisadas apenas as medidas das placas 

puras e com verniz, pois as partículas metálicas sobre a superfície estavam com 

dimensões fora da capacidade de medida do equipamento. 

2.4.2 Processamento digital de imagens 

O processamento digital das imagens (PDI) foi a técnica usada para calcular 

a fração da superfície recoberta com o selante e que era ocupada por partículas 

de Nitrato de Prata (fração de área Aa % ou fração volumétrica Vv % de 

partículas). Este cálculo foi realizado através do software FIJI Image J, versão 

2.0, utilizando técnicas de segmentação colorida (sistema RGB: Red-Green-

Blue). Nesta análise, dez imagens da placa revestida com selante foram 

processadas, todas com ampliação de 3,3 vezes para que dados como média e 

desvio padrão fossem obtidos. 
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2.4.3 Microscopia ótica (MO), microscopia eletrônica de varredura 
(MEV) e análise química semiquantitativa por espectroscopia 
por dispersão de energia (EDS) 

Das superfícies das placas impressas, sem selante e recobertas com selante, 

foram obtidas imagens por microscopia óptica (MO) e por microscopia eletrônica 

de varredura (MEV), utilizando, respectivamente, o microscópio óptico Olympus 

8ZX16 e o microscópio eletrônico JEOL JSM 7100F, este último operando a 

15kV em modo elétrons retroespalhados (BSE).  

Para observação de aspectos referentes ao selante e de como as partículas 

estavam nele inseridas, diversas amostras foram submetidas à processo de 

fratura frágil após serem imersas em Nitrogênio líquido por tratamento de 

criogenia. No departamento de física da Universidade Federal Fluminense 

(UFF), com o apoio do Doutor Geronimo Perez, as amostras ficaram a 

temperatura de – 196,15ºC (Figura 9) e ao serem fraturadas, suas seções 

transversais ficaram expostas. Através da técnica de recobrimento de íons de 

Cromo, as superfícies fraturadas foram recobertas com uma camada de 2 µm 

permitindo uma análise mais precisa no MEV e com melhor resolução nas 

imagens sem que houvesse dano à superfície do material [133].  

 

 

Figura 9: PLA sendo imerso em Nitrogênio líquido a uma temperatura de -196,15°C. 
Fonte: O Autor. 
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Informações sobre a composição química (análise semiquantitativa) do 

material foram obtidas através de um detector de EDS acoplado ao MEV da 

Bruker, modelo X Flash MIN SVE.  Os elementos químicos presentes nas 

superfícies das amostras foram mapeados para amostras sem recobrimento e 

para amostras recobertas com selante. 

2.5 Testes in vitro 

Os testes in vitro foram realizados com orientação do Doutor Marco 

Antonio Lemos Miguel, no laboratório de Microbiologia de Alimentos na 

Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) para avaliar o efeito bactericida 

do selante proposto. Para realizar os testes, foram utilizados microrganismos 

armazenados a 4°C em ágar Tripticaseína de soja (TSA), da marca Kasvi - um 

meio rico em triptona e peptona, fontes de carboidratos, lipídeos e proteínas, 

elementos que contribuem para o crescimento das bactérias [27].  

Foram utilizados dois tipos de bactérias, uma Gram-negativa (Escherichia 

coli ATCC 11229) e outra Gram-positiva (Staphylococcus aureus ATCC 25923), 

já que ambas são muito representativas no campo dos estudos relacionados à 

saúde pública [124]. A Figura 10 mostra o aspecto da cultura das bactérias 

preparadas para serem usadas para os testes.  

 

 

Figura 10: Cultura de bactérias. Fonte: O Autor. 

 

As bactérias foram inoculadas, ou seja, a Escherichia coli ATCC 11229 e 

a Staphylococcus aureus ATCC 25923 foram inseridas em um caldo de infusão 

de cérebro de bezerro e coração de boi (BHI) solidificado com ágar, com o 
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objetivo de favorecer o crescimento bacteriológico. Após as inoculações, ambas 

foram colocadas em uma estufa à 37°C por 18 a 24 horas, para que ocorresse o 

desenvolvimento das UFC’s (Unidades Formadoras de Colônias), conforme 

Figura 11. 

 

 

Figura 11: UFC’s em uma placa de petri com BHI após, aproximadamente, 24 horas 
na estufa à 37ºC. Fonte: O Autor. 

 

Após essa etapa, as bactérias cultivadas foram colocadas com o auxílio 

de uma alça microbiológica em 10 mL de solução salina (0,85g/L de NaCl), esta 

última previamente preparada para receber estes microrganismos, até atingir a 

escala Mc Farland 1, utilizada para confirmar a presença de microrganismos 

através de turvação que varia de 0 a 10. Com concentração de 3x10⁸ UFC/mL 

(unidade formadora de colônias por mililitro de solução), a escala Mc Farland 1, 

é o padrão mais utilizado em laboratórios de microbiologia [123,124]. 

As superfícies a serem testadas quanto a ação bactericida foram então 

desinfectadas com etanol 70% (vol/vol), ficando submersas pelo período de 10 

minutos. Após esta etapa, foram expostas à radiação Ultravioleta (UV) por 15 

minutos. Todos os utensílios usados nos experimentos, que além da desinfecção 

com etanol e exposição ao UV, foram autoclavados a 121°C durante 15min, com 

o objetivo de fazer uma esterilização completa dos equipamentos, evitando 

assim contaminações.  

Com testes realizados em triplicata para cada tipo de bactéria, foram 

inoculados 10µL da solução salina misturada com o microrganismo escolhido 

(um Gram negativo e um Gram positivo), na escala Mc Farland 1: 
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-  direto na superfície das placas de PLA impressos;  

-  nas placas de PLA apenas recobertas com o verniz; 

- nas placas recobertas com selante (verniz + Nitrato de Prata). 

 Estima-se que cada placa tenha sido exposta a três milhões de unidades 

formadoras de colônia de bactérias [123,124]. Trinta minutos após essa 

exposição, as placas foram submersas em 5 mL de solução salina e escovadas 

por um minuto para que as bactérias pudessem ser retiradas da superfície e 

passadas para a solução salina. Foram retirados 10 µL desta solução e 

adicionados em 20 mL de BHI depositados em placas de petri, conforme Figura 

12. Após realizar este procedimento para as duas estirpes de bactéria 

(Escherichia coli ATCC 11229 e Staphylococcus aureus ATCC 25923) e para 

todas as condições de superfícies testadas (PLA puro, PLA revestido com o 

verniz e PLA revestido com o selante), as placas de petri foram levadas para a 

estufa a 37°C por 24 horas. Após esse período, as culturas foram retiradas da 

estufa para quantificar as colônias sobreviventes e comparar o efeito que cada 

superfície teve em relação à exposição dos microrganismos.  

 

 

Figura 12: Placas de petri com meio de cultura BHI prontas para receberem a solução 
salina contaminada com as bactérias. Fonte: O Autor. 

 

Em paralelo, com a mistura da bactéria com solução salina inicial, foi 

realizado um experimento no qual 10 µL foram diluídos em 99,9 mL de solução 

salina e, após essa diluição, 10 µL foram aplicados no BHI e levados para a 

estufa a 37°C por 24 horas para crescimento bacteriológico, conforme Figura 13. 

Com o objetivo de reduzir a quantidade de microrganismos para 



40 
 

aproximadamente 1000 UFC’s e facilitar na contagem do inóculo inicial. A Figura 

14 mostra um fluxograma das etapas realizadas durante os testes in vitro. 

 

 
Figura 13: a) Solução salina contaminada com bactéria na escala Mc Farland 1; b) 

Diluição de 100x; c) Transferência de 10 µL da soluçao diluída no BHI; d) Contagem 
do inóculo inicial. Fonte: O Autor. 

 

 

Figura 14: Fluxograma dos testes in vitro. Fonte: O Autor. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

3.1 Rugosidade das superfícies do PLA 

 A Tabela 2 mostra os valores obtidos das medidas de rugosidade média 

(Ra) das dez amostras da placa de PLA sem nenhum revestimento. Essas 

medidas foram obtidas paralelamente e perpendicularmente à direção de 

impressão com médias 6,582 µm e 22,508 µm e desvios padrão de 1,087 µm 

e 1,197 µm, respectivamente. Na Tabela 3 podemos observar os valores 

obtidos das medidas de rugosidade média (Ra) das cinco amostras da placa 

de PLA revestidas com verniz. Essas medidas foram obtidas paralelamente 

e perpendicularmente à direção de impressão com médias 4,362 e 18,102 

µm e desvios padrão de 0,813 e 0,672 µm, respectivamente. 

 

 
Tabela 2: Quadro com a rugosidade média (Ra) da placa de PLA sem revestimento. 

Fonte: O Autor. 

Amostras
Perpendicular à 

direção de 
impressão (µm)

Paralela à 
direção de 

impressão (µm)
1 23,229 7,284
2 22,928 7,495
3 22,853 5,686
4 22,545 5,532
5 22,286 5,469
6 23,690 6,614
7 22,501 8,651
8 23,036 6,05
9 22,915 5,345
10 19,098 7,698

Média 22,508 6,582
Desvio padrão 1,197 1,087

Placa de PLA puro (sem revestimento)
Medidas de Rugosidade Média



42 
 

 

 
Tabela 3: Quadro com a rugosidade média (Ra) da placa de PLA revestida com verniz. 

Fonte: O Autor. 

 

As Figuras 15, 16, 17 e 18 mostram os perfis de rugosidade obtidos para 

as amostras de PLA com e sem revestimento, onde os resultados mostraram 

uma forte anisotropia em ambos os casos. Os valores da rugosidade média 

quando obtidos nas duas direções com defasagem de 90º, apresentaram valores 

aproximadamente três vezes maior quando medidos perpendicularmente à 

direção de impressão e isso se deu por conta do processo de fabricação, a 

impressão 3D. Este tipo de processo possui uma direção preferencial para 

deposição do material, conhecida como linhas de impressão. Esta característica 

do processo de fabricação se refletiu nos resultados das rugosidades tanto das 

placas de PLA puro quanto das placas recobertas apenas com verniz [129]. 

 

 

Figura 15: Perfil de rugosidade da amostra 1 do PLA puro (sem revestimento) - 
perpendicular à direção de impressão. Fonte: O Autor. 

Amostras
Perpendicular à 

direção de 
impressão (µm)

Paralela à 
direção de 

impressão (µm)
1 18,327 3,639
2 17,571 4,907
3 17,081 5,687
4 18,722 3,987
5 18,808 3,592

Média 18,102 4,362
Desvio padrão 0,672 0,813

Medidas de Rugosidade Média
Placa de PLA revestido com verniz
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Figura 16: Perfil de rugosidade da amostra 1 do PLA puro (sem revestimento) - 

paralela à direção de impressão. Fonte: O Autor. 

 

 
Figura 17: Perfil de rugosidade da amostra 2 do PLA revestido com verniz - 

perpendicular à direção de impressão. Fonte: O Autor. 

 

 

Figura 18: Perfil de rugosidade da amostra 1 do PLA revestido com verniz - paralelo à 
direção de impressão. Fonte: O Autor. 

 

Quando comparadas as medidas do PLA puro e do PLA revestido com 

verniz foi possível observar uma redução na rugosidade da placa com o 

revestimento de aproximadamente 19,6% e 33,7%, nas direções perpendicular 
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e paralela às linhas de deposição, respectivamente. Este resultado mostrou que 

o verniz, ao ser aplicado na superfície do PLA, preencheu as cavidades e 

suavizou a rugosidade superficial do material. 

3.2 Microscopia ótica (MO) 

As Figuras 19 e 20 mostram os aspectos obtidos por MO da superfície do 

PLA com a presença do selante. Com diferentes magnificações, as imagens 

obtidas através do microscópio ótico evidenciaram as ranhuras e cavidades do 

PLA, consequência do seu processo de fabricação. As partículas de Nitrato de 

Prata (transparentes) aderidas na superfície do PLA apresentavam-se em 

tamanhos variados e aderidas umas às outras formando “clusters” distribuídos 

de modo randômico. 

 

 

Figura 19: Imagem obtida através do microscópio ótico, com lente objetiva de 20x, 
evidenciando as partículas de Nitrato de Prata após a aplicação do selante. 

 

 

Figura 20: Imagem obtida através do microscópio ótico, com lente objetiva de 80x, 
evidenciando as partículas de Nitrato de Prata após a aplicação do selante. 
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3.3 Processamento digital de imagens (PDI)  

O processamento digital de imagens, através da técnica de estereologia 

quantitativa, evidenciou que a porcentagem média da área recoberta e da fração 

volumétrica é de 12%, ou seja, a partir das dez imagens processadas concluiu-

se que 12% da área superficial analisada correspondia às partículas metálicas 

adicionadas durante a aplicação manual do selante composto pelo verniz e as 

partículas sólidas de Nitrato de Prata. Nas Figuras 21 e 22 é possível observar 

uma das imagens utilizada para o processamento digital e o resultado obtido 

através do software, respectivamente. 

 

 

Figura 21: Imagem usada para o processamento digital com ampliação de 3,3 vezes. 
Fonte: O Autor. 

 

 
Figura 22: Porcentagem de área ocupada pelos clusters de Nitrato de Prata obtida 
através do PDI. Fonte: O Autor. 
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3.4 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

A Figura 23 foi obtida através do MEV e, assim como as imagens de 

microscopia ótica, evidenciou as ranhuras e os clusters de Prata na superfície 

do PLA. Por operar através da técnica de elétrons retroespalhados, o MEV 

permite que diferenças no relevo e diferenças na composição química dos 

elementos e fases presentes sejam evidenciadas através de uma escala de cinza 

[132]. Os resultados mostraram as pequenas diferenças nas tonalidades de 

cinza características da presença do relevo e dos “clusters" de partículas de 

Nitrato de Prata. Outro ponto importante, é que a tonalidade de cinza de toda a 

superfície, tirando a parte que há alguma diferença no relevo, permaneceu a 

mesma indicando que possuia o mesmo composto químico por toda a superfície 

e que as partículas de Prata estavam totalmente encapsuladas pelo verniz.  

 

 

Figura 23: Imagem obtidas através do MEV. Fonte: O Autor. 

 

 Para conservar e analisar a seção transversal sem que ocorresse 

alteração ou deformação em decorrência do corte, as amostras foram 

submetidas ao endurecimento ou congelamento rápido a partir da imersão em 

nitrogênio líquido permitindo que as mesmas pudessem sofrer uma fratura frágil 

sem modificar a microestrutura da seção transversal [53]. Após essa fratura, foi 

possível analisar a seção transversal do selante, conforme Figura 24, e observar 

a presença de microporos na camada do selante.  

Vale ressaltar que, de acordo com a Figura 25, também foram encontradas 

regiões vazias no substrato do material decorrente da deposição de camadas na 
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fabricação do PLA [64]. Já na Figura 26 foi possível observar os microporos na 

superfície do material e junto com as regiões vazias na seção transversal. 

 
Figura 24: Microporos da seção transversal do selante. Fonte: O Autor 

 

 

Figura 25: Região vazia encontrada na seção transversal o PLA. Fonte: O Autor. 
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Figura 26: Imagem obtida através do MEV com a região dos microporos e dos vazios. 
Fonte: O Autor. 

 

3.5 Análise química semiquantitativa por espectroscopia por dispersão 
de energia (EDS) das superfícies revestidas com o selante 

Os espectros de energias características obtidos pela técnica de EDS 

mostraram uma quantidade significativa de Carbono e Silício, o que já era 

esperado, visto que são elementos presentes na composição do verniz utilizado 

no selante. Porém o fato de não ter sido encontrada a presença da Prata, um 

elemento de fácil identificação por possuir maior peso atômico quando 

comparado ao Carbono e Silício, evidencia, mais uma vez, que as partículas 

metálicas estavam encapsuladas e, além disso, a espessura de verniz que 

revestia as partículas de Prata era maior do que a camada limite de detecção do 

equipamento [130; 131]. A Figura 27 apresenta uma região da superfície 

revestida com selante submetida à microanálise química e seu respectivo 

espectro de energias de elementos químicos obtidos. Apenas os picos 

característicos de Carbono e Silício foram identificados e estão associados ao 

verniz. 
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Figura 27:a) Região analisada; b) Espectro de energias características obtidos para o 

material analisado. Fonte: O Autor. 

 

3.6 Testes in vitro 

Nos Gráficos 1 e 2 foi possível observar o efeito biocida do selante (verniz + 

Nitrato de Prata) em relação à Escherichia coli ATCC 11229 e Staphylococcus 

aureus ATCC 25923. Os gráficos apresentam a quantidade do inóculo inicial que 

foi adicionado à placa de petri e a quantidade que foi recuperada após a 

escovação para que pudessem ser comparados. Em relação à Staphylococcus 

aureus ATCC 25923 é possível ver um número 64x menor quando comparadas 

as quantidades das bactérias recuperadas após a escovação da placa pura e da 

placa com selante. Já com a Escherichia coli ATCC 11229 foi possível observar 

uma redução total dos microrganismos.  
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 Placas recobertas apenas com verniz também foram utilizadas nos 

experimentos e expostas às bactérias para comprovar que o mesmo não possuia 

efeito biocida. Essa ineficiência ficou comprovada a partir dos resultados obtidos, 

pois em ambos os casos a quantidade recuperada das placas pura e com verniz 

foram próximas, com destaque para o caso da Staphylococcus aureus ATCC 

25923, que foram recuperados 5.300 e 5.200 UFC’s, respectivamente.  

 

 

Gráfico 1:Comparativo entre o inóculo da Escherichia coli ATCC 11229 e das bactérias 
recuperadas nas placas pura, com verniz e com selante. Fonte: O Autor 
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Gráfico 2: Comparativo entre o inóculo da Staphylococcus aureus ATCC 25923 e das 
bactérias recuperadas nas placas pura, com verniz e com selante. Fonte: O Autor 

 

A diferença de acabamento superficial observado nas análises de rugosidade 

não teve nenhum efeito no resultado dos testes bactericidas, pois foi possível 

observar que a recuperação das bactérias, após a escovação da placa pura e da 

placa com verniz, se manteve a mesma. Já o efeito biocida foi explicado com 

presença dos microporos observados durante a análise do MEV. Esses 

microporos podem funcionar como um canal com o ambiente externo, com isso, 

mesmo que os clusters pareçam encapsulados, é possível que esse seja o meio 

de contato com o ambiente e, automaticamente, o meio pelo qual a Prata entra 

em contado com as bactérias. 
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4 CONCLUSÃO 

Através das técnicas de análise e caracterização utilizadas, pôde-se concluir 

que a superfície do PLA possui característica anisotrópica, devido ao processo 

de fabricação por impressão 3d, que ao ser recoberta com o selante tem seu 

efeito de rugosidade superficial amenizado. Com 12% da área superficial 

ocupada pelas partículas metálicas do Nitrato de Prata, não foi possível detectar 

a presença desse elemento no EDS pois elas ficaram revestidas pelo verniz. Na 

análise transversal foi observada a presença de microporos no interior do selante 

que serviram como um caminho aberto para que os aglomerados de Prata 

entrassem em contato com o meio externo, possibilitando seu efeito biocida. 

 Em comparação ao crescimento bacteriológico da superfície sem o selante, 

foi possível observar uma redução mínima de 64x no número de bactérias 

inoculadas inicialmente nas superfícies revestidas pelo selante em apenas 30 

minutos de contato.  Com isso, foi possível concluir que houve uma ação 

bactericida eficaz quando as bactérias testadas, Escherichia coli ATCC 11229 e 

Staphylococcus aureus ATCC 25923, entraram em contato com o agente 

bactericida.  
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5 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

Para os trabalhos futuros sugere-se que sejam consideradas outras estirpes 

de bactérias para realização dos testes in vitro, com o objetivo de analisar a 

diversidade da ação do selante. 

Também se sugere que seja avaliada através de testes in vitro a atividade 

antimicrobiana após limpezas da superfície recoberta com o selante, criando 

uma relação entre efetividade e quantidade ou tipos de limpezas. 

Outra sugestão é variar o tempo de exposição das bactérias aos selantes, 

estabelecendo uma relação entre efetividade e tempo de exposição. 

Considerar a fabricação das placas de PLA com partículas ou nanopartículas 

de Prata. 

Para a fabricação do selante, sugere-se estudar maneiras de cominuir as 

partículas de Nitrato de Prata e medir sua granulometria, assim como melhorar 

a dispersão do Nitrato de Prata na superfície das amostras. 
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