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Resumo 

RESUMO 

A resistência bacteriana aos antibióticos é um problema de saúde pública preocupante, pois 
as bactérias deixam de responder aos antibióticos. A procura por materiais que contenham 
propriedades biológicas, sobretudo à atividade antimicrobiana, é uma interessante área de 
estudo para busca de alternativas aos compostos convencionais no controle de micro-
organismos. O desenvolvimento de novas sínteses de nanopartículas de crescimento misto é 
importante para unir e melhorar as funcionalidades individuais de metais diferentes, 
permitindo a aplicação desses materiais em sistemas biológicos. As nanopartículas de 
crescimento misto são materiais nanocompósitos, ou seja, materiais em que pelo menos um 
de seus componentes apresentam dimensões nanométricas. O nanocompósito é formado 
pela união de materiais distintos em que estão presentes duas camadas de materiais com o 
objetivo de obter um produto de maior qualidade em relação a nanopartículas únicas. O 
objetivo deste trabalho é testar a eficácia de nanopartículas Fe3O4, Ag e Fe3O4/Ag na inibição 
da formação do biofilme por micro-organismos isolados de Pseudomonas aeruginosa. A 
síntese da nanopartícula Fe3O4 foi realizada pelo método de co-precipitação, a síntese da 
nanopartícula de prata foi realizada utilizando nitrato de prata e NaBH4 como agente redutor 
e o nanocompósito foi sintetizado utilizando as nanopartículas de Fe3O4 e a cobertura com a 
prata utilizando solução de NaBH4 1% como agente redutor. Para as nanopartículas Fe3O4, o 
potencial zeta foi igual a -37,7 mV, o DLS apresentou raio hidrodinâmico de 106,7 nm e ID de 
0,159, o MET permitiu a visualização de nanopartículas de Fe3O4 de morfologia esférica. Para 
as nanopartículas de prata, o potencial zeta foi igual a -43,5 mV, o DLS apresentou raio 
hidrodinâmico 63,27 nm e ID de 0,491, o MET permitiu a visualização de nanopartículas de 
Ag de morfologia esférica e hexagonal. Para as nanopartículas de Fe3O4/Ag, o potencial zeta 
foi igual a -15,1 mV, o DLS apresentou raio hidrodinâmico de 573,9 nm e ID de 0,806, o MET 
permitiu a visualização de nanopartículas de prata entre as nanopartículas de Fe3O4 e o 
material apresentou morfologia esférica. Os resultados sugerem que a formação do 
nanocompósito provocou um aumento no estado de agregação das nanopartículas. Sendo 
assim, as nanopartículas se mostraram estáveis, mas com grande estado de agregação. Foi 
avaliado a toxicidade (CL50) das três nanopartículas em Artemia salina. Os resultados 
demonstraram que as nanopartículas não apresentaram toxicidade com CL50 na concentração 
máxima testada de 20,5 µg mL-1. As nanopartículas de prata com concentração de 1 µg mL-1 
inibiram a formação de biofilme por Pseudomonas aeruginosa para as cepas Pa6, Pa10, Pa13 
e Pa ATCC 27853. Os nanocompósitos Fe3O4/Ag na concentração de 0,258 / 1 µg mL-1 
inibiram a formação de biofilme nas cepas Pa5, Pa10 e Pa13. Por fim, as nanopartículas de 
Fe3O4 na concentração 0,258 µg mL-1 inibiram formação de biofilme das cepas Pa10 e Pa28. 
 
Palavras-chave: Formação de biofilme. Toxicidade. Artemia salina. Nanocompósito. 
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Abstract 

ABSTRACT 

Bacterial resistance to antibiotics is a public health concern of concern as bacteria fail to 
respond to antibiotics. The search for biomaterials which contains biological properties, 
especially antimicrobial activity, is an interesting area of study to search alternatives to 
conventional compounds for the control of pathogenic microorganisms. The development of 
new syntheses of hybrid nanoparticles is essential to improve the individual functionalities of 
different metals, allowing the application of these materials in biological systems. Hybrid 
nanoparticles are composite materials formed by joining different materials in two layers of 
materials. The hybrid nanoparticle has the purpose of obtaining a higher quality product 
compared to single nanoparticles. The composite nanoparticles will be used for future studies 
on toothbrush bacteria. The aim of this work is to test the efficacy of Fe3O4, Ag and Fe3O4/Ag 
nanoparticles in inhibiting the growth of Pseudomonas aeruginosa. The synthesis of the Fe3O4 
nanoparticle was performed by the co-precipitation method, the synthesis of the silver 
nanoparticle was performed using silver nitrate and NaBH4 as a reducing agent and the 
composite nanoparticle was performed using Fe3O4 nanoparticles, silver nitrate and solution 
of 1% NaBH4 as a reducing agent. For Fe3O4 nanoparticles, the zeta potential was equal to -
37.7 mV, the DLS presented a hydrodynamic radius of 106.7 nm and an ID of 0.159, the TEM 
allowed the visualization of Fe3O4 nanoparticles with spherical morphology.  For silver 
nanoparticles, the zeta potential was equal to -43.5 mV, the DLS presented a hydrodynamic 
radius of 63.27 nm and an ID of 0.491, the TEM allowed the visualization of Ag nanoparticles 
with spherical and hexagonal morphology. For Fe3O4/Ag nanoparticles, the zeta potential was 
equal to -15.1 mV, the DLS presented a hydrodynamic radius of 573.9 nm and an ID of 0.806, 
the TEM allowed the visualization of silver nanoparticles between the Fe3O4 nanoparticles, and 
the material presented spherical morphology. The results suggest that the formation of the 
composite increase the aggregation state of the nanoparticles. Thus, the nanoparticles proved 
to be stable, but with a high state of aggregation. The three nanoparticles were evaluated 
regarding their toxicity (LC50) in Artemia salina. The results showed that the nanoparticles did 
not show toxicity with LC50 at the maximum tested concentration of 20.5 µg mL-1. Silver 
nanoparticles with 1 µg mL-1 concentration inhibited biofilm formation by Pseudomonas 
aeruginosa for the bacteria Pa6, Pa10, Pa13 and Pa ATCC 27853. The nanocomposites with 
0,258 / 1 µg mL-1 concentration inhibited biofilm formation by Pseudomonas aeruginosa for the 
bacteria Pa5, Pa10 and Pa13. Lastly, Fe3O4 nanoparticles with 0,258 µg mL-1 concentration 
inhibited biofilm formation by Pseudomonas aeruginosa for the bacteria Pa10 and Pa28. 
 
Keywords: Biofilm formation.Toxicity. Antimicrobial activity. Artemia salina. 
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Introdução 

1 INTRODUÇÃO 

 
A resistência bacteriana aos antibióticos é um dos problemas de saúde pública 

mais preocupantes, devido às bactérias deixarem de responder aos agentes 

antimicrobianos. A resistência das bactérias aos antibióticos é um fenômeno natural 

devido a diversos fatores como o uso inadequado de antibióticos sem receitas 

médicas, a interrupção do uso do medicamento antes do período pré-determinado ou 

a utilização excessiva do medicamento e é responsável por consequências clínicas 

que dificultam o tratamento eficaz de infecções (LOUREIRO et al., 2016). 

O processo de desenvolvimento de agentes biológicos antimicrobianos tornou-

se necessário devido ao declínio de antibióticos clinicamente eficazes, especialmente 

para infecções relacionadas a biofilmes refratários. O uso de cateter venoso central 

(CVC) está altamente associado a infecções sanguíneas hospitalares e seu uso 

requer uma avaliação sistemática de benefícios e riscos. Nos hospitais é frequente a 

contaminação bacteriana desses tubos e pode resultar no desenvolvimento de 

películas protetoras para agentes microbianos, ou seja, desenvolvimento do biofilme. 

O biofilme fornece uma defesa prática contra agentes antimicrobianos, facilitando a 

disseminação bacteriana pelo corpo do paciente e o desenvolvimento de resistência 

antimicrobiana, como as causadas por infecções de Pseudomonas aeruginosa 

(RIBEIRO et al., 2018; ZHANG et al., 2020). 

A Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa responsável por 

infecções hospitalares devido à alta adaptabilidade desta espécie, que pode exibir 

fenótipos de multirresistência aos fármacos que limitam a eficácia da maioria dos 

antimicrobianos disponíveis. Neste contexto, novos métodos são necessários para 

reduzir a morbidade e mortalidade de pacientes que sofrem de infecções por estes 

micro-organismos. Novas metodologias para um tratamento universal eficaz contra as 

infecções causadas por P. aeruginosa precisam ser desenvolvidas (ARMIJO et al., 

2020; BOUCHER et al., 2013; ZAMPERINI et al., 2017). 

A nanotecnologia voltada a área da saúde pode permitir o desenvolvimento e 

caracterização de novos materiais, a serem utilizados em vários âmbitos da 

odontologia e medicina. Por exemplo, o desenvolvimento de materiais em escala 

atômica para tratamentos de contaminantes microbianos causados por fungos e 

bactérias (SHAH et al., 2021). O intuito é sintetizar estruturas estáveis em escala 

nanométrica para aplicações em diversas áreas de pesquisa. A nanosíntese permite 



18 

 

Introdução 

essa formação de materiais em nanoescala, na qual se incluem os nanocompósitos 

(NCs) (FERREIRA; RANGEL, 2009). 

Nanopartículas individuais possuem características e aplicações específicas, 

por isso é importante pensar na possibilidade de trabalhar com o conjunto delas, como 

os nanocompósitos. A síntese de nanocompósitos objetiva unir as características 

individuais de cada nanoestrutura para melhorar as aplicações e limitações de um 

componente individual. Nanocompósitos são nanopartículas híbridas formadas 

através da síntese do óxido metálico e posteriormente a síntese compósito do metal 

prata. É comum identificar nas bases de dados que o nanocompósito estudado nesse 

trabalho possui nomenclatura óxido metálico/metal (SHARMA; JEEVANANDAM, 

2013). 

O óxido metálico escolhido neste trabalho como a semente da nanopartícula foi 

a magnetita. A magnetita é um óxido de ferro formado por íons Fe2+ e Fe3+ na 

proporção 1:2 que pode ser representado pela forma molecular Fe3O4. A 

nanopartícula magnetita pode ser sintetizada pela metodologia de coprecipitação, pois 

é um método de baixo custo e de fácil manuseio e o solvente de síntese é a água 

(KHALAFALLA; REIMERS, 1980). 

O metal escolhido neste trabalho como parte do compósito foi a prata. As 

nanopartículas de prata (AgNPs), são estudadas há muito tempo e possuem diversas 

propriedades conhecidas na medicina, pois compostos a base de prata são 

considerados altamente tóxicos para os micro-organismos. A prata foi utilizada, pois 

ela é relativamente mais barata, não tóxica ao ser humano e possui uma variedade 

de aplicações antimicrobianas (CHEN; GAO; JIANG, 2013). 

A síntese de nanocompósitos foi pensada para garantir estabilidade das 

nanopartículas e aumentar a eficiência do material, pois a prata apresenta alta 

toxicidade para micro-organismos e o óxido de ferro possui características 

magnéticas, permitindo estudos futuros explorando análises com uso de campo 

magnético alternado. 

Considerando essas informações, as nanopartículas definidas como objeto de 

estudos são de prata (Ag), nanocompósito Fe3O4/Ag e óxido de ferro (Fe3O4), com 

objetivo de avaliar a atividade das nanopartículas na formação de biofilme por 

Pseudomonas aeruginosa. 
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2  FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 
2.1  Nanotecnologia e Nanomateriais 

 
Segundo recomendação da Comissão de 18 de outubro de 2011 sobre a 

definição de nanomaterial (2011/696/UE) do jornal oficial da União Europeia: 

Por nanomaterial, entende-se um material natural, incidental ou fabricado, que 
contém partículas num estado desagregado ou na forma de um agregado ou 
de um aglomerado, e em cuja distribuição número-tamanho 50 % ou mais das 
partículas têm uma ou mais dimensões externas na gama de tamanhos 
compreendidos entre 1 nm e 100 nm. Em casos específicos e sempre que tal 
se justifique devido a preocupações ambientais e ligadas à saúde, segurança 
e competitividade, o limiar da distribuição número-tamanho de 50 % pode ser 
substituído por um limiar compreendido entre 1 e 50 % (COMISSÃO 
EUROPEIA, 2011). 

Essas estruturas são objetos de estudos de diversas áreas da ciência, pois o 

ramo da nanotecnologia se encontra em constante desenvolvimento. Além disso, as 

propriedades de diversos nanomateriais ainda são desconhecidas, o que permite 

estudos em diversas áreas, tais como, alimentícia (PATIÑO VIDAL et al., 2021), 

farmacêutica (GONG et al., 2007), biotecnológica (FREIRE et al., 2018), médico-

hospitalar (DADFAR et al., 2019), odontológica (MOTEVASSELIAN et al., 2017). 

O aumento de pesquisas na área da nanotecnologia possibilita 

desenvolvimento e inovação. A revolução tecnológica, em ritmo acelerado, promove 

uma competição tecnológica a nível mundial e um avanço econômico e social 

(ZANETTI-RAMOS; CRECZYNSKI-PASA, 2008). Os avanços atuais no 

desenvolvimento de nanomateriais com aplicações biomédicas abriram novas e 

empolgantes oportunidades na área da medicina. 

Nos últimos anos a nanotecnologia mudou-se dos laboratórios para o mercado 

e existem diversos produtos utilizando nanotecnologia identificados pelo fabricante no 

mercado comercial. Além disso, existem diversas matérias primas e itens de 

equipamentos que são utilizados por nanofabricantes e isso é apenas o início do 

desenvolvimento e comercialização da nanotecnologia. Esse interesse em materiais 

nanotecnológicos, faz países desenvolvidos e em desenvolvimento buscarem o 

contínuo desenvolvimento de novos nanomateriais de baixo custo. A tendência é que 

sejam destinados altos investimentos nessa área da pesquisa. Os estudos e 

aplicações de nanomateriais impulsionam o mercado mundial e potencializam o 

consumo desses produtos (DAVIES; WILSON, 2007). 
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Apesar do alto investimento em nanotecnologia, é possível observar que a 

maior quantidade de material desenvolvido, se encontram no meio acadêmico de 

pesquisas sobre nanotecnologia. Mas a aplicação desses materiais já se encontra em 

produtos no mercado. O cenário mundial está com foco voltado ao desenvolvimento 

de nanomateriais no desenvolvimento científico e tecnológico com a utilização de 

poucos recursos (SANT’ANNA; ALENCAR; FERREIRA, 2013). 

O desenvolvimento mundial de nanotecnologia aumentará consideravelmente 

devido ao interesse das grandes indústrias de utilização desses materiais com o 

objetivo de gerar lucro e economia para o mercado. O cenário mundial mostra que os 

maiores desenvolvedores no mercado mundial de nanotecnologia, são os Estados 

Unidos da América (EUA) com participação em 54% da produção global, União 

Europeia (UE) com 19% e o Sudeste Asiático com 19%. Contudo, apesar do Brasil 

não estar entre os primeiros em rankings mundiais de desenvolvimento em 

Nanociência e Nanotecnologia (N&N), ele investe e apresenta médio desenvolvimento 

nesse setor (SERGEEVICH GOLUBEV et al., 2018; SISNANO DO MINISTÉRIO DA 

CIÊNCIA, 2016). 

 

2.2  Nanopartículas de óxido metálico 

 

Os materiais nanoestruturados atraíram grande atenção devido às suas 

propriedades ópticas e elétricas, que os tornam potencialmente adequados para 

aplicações em eletrônica (FRANZOI et al., 2011), óptica (ROGOV; MUGNIER; 

BONACINA, 2015), e sensores (DOS SANTOS; GRASSESCHI, 2020). É comum 

observar que estruturas de óxido metálico de ferro apresentam características 

magnéticas e geralmente utilizam o método de coprecipitação para síntese desses 

materiais. 

É possível identificar óxidos metálicos com diversas morfologias, como: 

nanofios, nanobastões, nanotubos, nanoanéis e nanofitas. A síntese e investigação 

desses diferentes óxidos metálicos ajudam não apenas na compreensão dos 

fenômenos em sistemas nanométricos, mas também no desenvolvimento da nova 

geração de nanodispositivos. O mesmo acontece com as nanopartículas de óxido 

metálico, são estruturas com tamanho entre 1 e 100 nanômetros e possuem 

características que podem variar de acordo com esse tamanho (XU et al., 2015). 
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Nanopartículas metálicas e de óxido metálico são amplamente utilizadas em 

trabalhos de diversas áreas de atuação. No trabalho de Daud et al. (2015) 

nanopartículas bimetálicas foram utilizadas para remoção de nitrato de água bruta de 

abastecimento de água potável, os resultados indicaram que as nanopartículas de 

Fe/Pt com grande área de superfície foram potencialmente mais eficientes que resinas 

aniônicas usadas comercialmente para remoção do nitrato de água bruta para 

abastecimento de água potável.  

Nanocatalisadores de TiO2 suportados em alumina recoberta com carbono 

(CCA) exibiram maior eficiência na fotodegradação geral sob luz ultravioleta e visível 

do que sem suporte de TiO2. As nanopartículas de TiO2 demonstraram capacidade de 

degradar completamente poluentes orgânicos em um meio aquoso resultando na 

formação de produtos e, portanto, tem um enorme potencial para ser usado em 

processos de tratamento de água (MAHLAMBI; NGILA; MAMBA, 2015). 

Muitos trabalhos utilizando óxido de ferro avaliaram aplicações biomédicas, 

sejam em testes in vitro, pré-clínicos ou clínicos. Nanopartículas de óxido de ferro 

foram utilizadas em estudos pré-clínicos para configurações diagnósticas, 

terapêuticas e teranósticas (Terapia e diagnóstico juntos). É impossível identificar as 

amplas aplicabilidades das nanopartículas de óxido de ferro e a integração delas na 

prática médica (DADFAR et al., 2019). Nanopartículas de óxido de ferro 

superparamagnéticos apresentam propriedades médicas e são promissores na 

terapia oncológica (especialmente no cérebro, mama, próstata e tumores 

pancreáticos) (DULIŃSKA-LITEWKA et al., 2019). 

Nanopartículas de óxido de zinco e óxido de cobre foram usadas para testar 

respostas celulares desencadeadas por macrófagos. Os macrófagos são as primeiras 

células a interagir as duas nanopartículas de óxido metálico causando alteração na 

expressão de genes que modulam o fenótipo e as funções dos macrófagos, permitindo 

o uso das nanopartículas em imunoterapias contra o câncer, por exemplo. A revisão 

mostra vários estudos nessa linha de pesquisa e embora vários estudos tenham 

comprovado que nanopartículas de óxidos metálicos podem induzir imunotoxicidade 

em macrófagos tanto in vitro quanto in vivo, mais pesquisas são necessárias para 

elucidar os mecanismos precisos de toxicidade (GUTIÉRREZ-ARAUJO; VÁZQUEZ-

DUHALT; JUÁREZ-MORENO, 2021). 

Nanopartículas de óxido de zinco de tamanho menor apresentaram maior 

inibição de crescimento dos micro-organismos em teste que avaliou a atividade 
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antibacteriana de suspensões de nanopartículas de ZnO em micro-organismos e a 

influência do tamanho das nanopartículas nesses testes biológicos. O estudo testou 

três materiais de tamanho diferentes (>1 µm, 8 nm e 50-70 nm) em um ensaio de 

inibição do crescimento de Staphylococcus aureus, nos testes de partículas maiores 

(>1 µm, 50-70 nm) foram observadas taxa de redução de crescimento de 40-50 % e 

no teste do material menor (8 nm) a taxa de redução de crescimento foi de 95-99 % 

(JONES et al., 2008). 

 

2.2.1 Síntese e funcionalização de nanopartículas de óxido de ferro  

 

As nanopartículas de óxidos metálicos podem ser sintetizadas utilizando 

métodos de coprecipitação e decomposição térmica. Essas sínteses possuem 

métodos experimentais específicos e podem apresentar resultados diferentes de 

tamanho e aplicação das nanopartículas.  

Khalafalla, S. E.; Reimers (1980) sintetizaram fluido magnético de óxido de ferro 

utilizando o método de coprecipitação. A coprecipitação é um método simples, rápido 

e barato, que consiste na mistura de soluções aquosas de íons Fe3+ e Fe2+ na 

proporção molar de 2:1 em uma solução básicas de pH>11, resultando na formação 

de Fe3O4 NPs, esse método é feito utilizando agitação mecânica vigorosa. 

Sun e Zeng (2002) sintetizaram as Fe3O4 NPs com tamanhos controlados por 

decomposição térmica. Nesse trabalho o tamanho das nanopartículas variou de 3 a 

20 nm de diâmetro. Os autores demonstraram uma reação de decomposição do 

precursor de ferro em alta temperatura (265 °C) misturando acetilacetonato de ferro 

(III) em éter fenil na presença de álcool, ácido oleico e oleilamina, a mistura foi 

aquecida com refluxo durante 30 min. Após resfriada à temperatura ambiente, a 

mistura marrom escura foi tratada com etanol ao ar e formação do precipitado. Essa 

síntese permitiu a formação de nanopartículas monodispersas de 4 nm. 

Controlar essas interações entre nanopartículas e biossistemas é fundamental 

para seu uso efetivo em biomedicina. A funcionalização das nanopartículas pode 

melhorar a aplicação para uso na nanomedicina. Nanopartículas conjugadas de RNA-

ouro foram sintetizadas para regular genes no contexto de interferência de RNA. 

Esses materiais conjugados são usados para aproveitar as propriedades cooperativas 

de ambos os materiais. A nanopartícula desenvolvida foi funcionalizada para que 

aumente o knockdown de genes (técnica da genética molecular em que um organismo 
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é geneticamente modificado mediante a inserção na célula de pequenos fragmentos 

ou oligonucleótidos curtos de DNA ou RNA), proporcionando melhorias em 

comparação com os transportadores lipídicos convencionais. Conforme relatado pelos 

autores, essas nanopartículas de RNA-ouro, além de serem materiais úteis de 

regulação de genes intracelulares, podem ser candidatos promissores para aplicações 

terapêuticas e diagnósticas (GILJOHANN et al., 2009). 

Nanopartículas de óxido de ferro (nominalmente magnetita) com diâmetro 

hidrodinâmico médio de 16 nm foram testadas na formação de biofilme por 

Pseudomonas aeruginosa. Foi possível identificar a inibição bacteriana por 

nanopartículas de óxido de ferro e determinado a concentração mínima inibitória (CMI) 

nas colônias bacterianas PAO1. A aplicação do campo magnético aumenta a ação 

destas nanopartículas, provavelmente por meio da difusão aprimorada das Fe3O4 NPs 

através das barreiras de mucina e alginato, que são características de infecções 

respiratórias de fibrose cística (ARMIJO et al., 2020). 

 
2.2.1.1 Método de coprecipitação 

 
O método de coprecipitação é o método mais simples utilizado na síntese de 

nanopartículas de magnetita (Fe3O4) (equação 1).  

Equação 1 – Reação de precipitação da magnetita (Fe3O4). 

Fe2+(aq) + 2Fe3+(aq) + 8OH-(aq)  Fe(OH)2(aq) + 2Fe(OH)3(aq)   Fe3O4(s) + 4H2O [1] 

Esse método consiste na mistura de íons Fe3+ (férricos) e Fe2+ (ferrosos) na 

proporção molar de 2:1. Contudo, Khalafalla, S. E.; Reimers, (1980) sintetizam o fluido 

magnético utilizando a proporção 3:2 de Fe2+ e Fe3+, respectivamente. Utilizando a 

proporção ideal em meio aquoso a precipitação da magnetita é realizada utilizando 

soluções básicas como hidróxido de amônio ou hidróxido de sódio (GIESE, 2018). 

Após a formação da magnetita ela pode se transformar em maghemita (γ-Fe2O3) com 

a submissão do precipitado à tratamento térmico em altas temperaturas (200°C) por 

1 h (DA COSTA; DE SOUZA, 2014).  

 

2.3  Magnetita  

 

A magnetita tende a ser um sólido não-estequiométrico, mas essa 

característica se repete para outros óxidos de ferro, como, FeO e maghemita (Fe2O3). 
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Essa tendência à não-estequiometria está relacionada com a fácil mudança estrutural 

desses óxidos. Além disso, todos os óxidos de ferro possuem estrutura conhecida 

como espinélio invertido e formas cúbicas, com íons Fe2+ e Fe3+ nos interstícios 

octaédricos ou tetraédricos (Figura 1a) (DA COSTA et al., 1995; MCCAMMON; LIU, 

1984). 

A magnetita (Fe3O4) e a maghemita (γ-Fe2O3) apresentam espinélio invertido 

devido ao empacotamento de íons de oxigênio em um arranjo cúbico de face centrada. 

Espinélios de ferro são representados pela equação geral (MxFe1-x)tetra[M1-xFe1+x]octaY4, 

onde: M é um cátion divalente, Fe um cátion trivalente e Y pode ser os elementos O, 

S, Se, etc. Os espinélios são divididos em normais (x=1) em que (M)tetra[Fe2]octaO4 e 

invertidos (x≈0) em que [MFe]octa(Fe)tetraO4. Os íons metálicos de ferro ocupam sítios 

entre os íons de oxigênio, assim formando as geometrias tetraédricas e octaédricas 

(Figura 1b).  

Figura 1 – Íons metálicos nos sítios octaédricos e tetraédricos. 

 

Uma célula unitária da magnetita contém 8 íons metálicos de sítios A, 16 de 

sítios B e 32 oxigênios. A magnetita é um óxido de ferro misto com FeO e Fe2O3 e é 

muito usado para obtenção de ferro metálico. Observa-se na estrutura da magnetita 

íons O2- de empacotamento cúbico, íons Fe2+ nos interstícios octaédricos, metade dos 

íons Fe3+ em sítios octaédricos e a outra metade em sítios tetraédricos (HANNICKEL, 

2011). 

A divisão dos sítios octaédricos e tetraédricos dos íons Fe3+ são consideradas 

igualmente proporcionais 50:50 e por isso possui um momento magnético resultante 
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nulo. Entretanto, os íons Fe2+ estão em maioria nos interstícios das posições 

octaédricas e são considerados os responsáveis pela magnetização do material. Vale 

ressaltar que a magnetização da magnetita só pode ser observada com a indução de 

um campo magnético externo (FARIA; LIMA, 2005). 

A magnetita é uma nanopartícula a base de ferro que geralmente se encontra 

dispersa e estabilizada em solução. Assim, a magnetita pode formar um ferrofluido 

usualmente granular, de cor preta e fortemente magnético. Esse mineral apresenta 

solubilidade em ácido clorídrico e possui o elemento químico ferro nos dois estados 

de oxidação, Fe2+ e Fe3+. Um ferrofluido possui características valiosas e é de grande 

importância científica, tecnológica e ambiental. É possível mencionar algumas 

aplicações do óxido de ferro em motores, lubrificantes de discos magnéticos, 

catalisadores, suporte catalítico de metais, núcleo de catalisadores tipo core-shell, 

entre outros (NOVAL; PUENTES; CARRIAZO, 2017; RAJ; MOSKOWITZ, 1990). 

 

2.4  Nanopartículas de prata 

 

As nanopartículas de prata têm atraído muita atenção de pesquisadores nas 

últimas décadas, levando a estudos em diversas áreas. É possível observar 

aplicações das nanopartículas de prata na medicina (KIM et al., 2007), catálise (LU et 

al., 2006), biotecnologia (GARCIA et al., 2021) e bioengenharia (XIE et al., 2019), 

óptica (WANG et al., 2011), entre outras. 

Contudo as nanopartículas de prata possuem como principal característica a 

capacidade antibacteriana e antifúngica, por isso é comum observar o uso dessas 

nanopartículas em produtos higiênicos e alimentares, como: desinfetantes, 

detergentes, sabonetes, xampus, pasta de dente, revestimento de geladeiras, 

armazenamento de alimentos, entre outras (BUZEA; PACHECO; ROBBIE, 2007). 

O aumento de organismos microbianos resistentes a antibióticos levou ao 

ressurgimento do uso de antissépticos à base de prata. Investigações puderam ser 

feitas com nanopartículas de prata contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus. 

Foi possível observar a inibição das bactérias Escherichia coli em baixas 

concentrações de nanopartículas de prata, mas os efeitos inibidores em 

Staphylococcus aureus em diferentes concentrações de nanopartículas de prata 

foram leves. Resultados como esse sugerem que as nanopartículas de prata podem 

ser inibidoras eficazes contra vários micro-organismos (KIM et al., 2007). 
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A boa capacidade antibacteriana e antifúngica da prata está na relação entre 

quantidade de prata versus a taxa de íons Ag+ liberada em contato com esses micro-

organismos. A prata se liga à parede celular bacteriana e à membrana celular, se 

ioniza e fica altamente reativa (DUNCAN, 2011). 

As AgNPs são um novo tipo de agente antimicrobiano que pode tratar biofilmes 

e a resistência bacteriana, mas seu mecanismo na formação de biofilme ainda não foi 

elucidado. Em teste do impacto das AgNPs na formação de biofilme por 

Pseudomonas aeruginosa multirresistente. Os resultados demonstraram que as 

AgNPs inibiram a formação de P. aeruginosa. Após, a análise de microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) mostrou que quando exposto a AgNPs, a estrutura do 

biofilme de P. aeruginosa foi destruída, juntamente com redução significativa de sua 

biomassa. Os resultados ofereceram uma nova visão para esclarecer o mecanismo 

de AgNPs contra biofilmes. Assim, metodologias de síntese de AgNPs são estudadas 

para aplicação destas nanopartículas (ZHANG et al., 2020). 

 As nanopartículas de prata podem ser obtidas por métodos químicos. Existem 

métodos mais comuns e divulgados para a redução do íon prata Ag+ para Ag0, usando 

agentes redutores como o NaBH4 e citrato. Nos métodos contendo o citrato, ele 

costuma agir como agente redutor e estabilizador, atuando para evitar a aglomeração 

das nanopartículas (JORGE DE SOUZA; ROSA SOUZA; FRANCHI, 2019). 

Quadro 1 – Levantamento de sínteses de nanopartículas de prata. 

Reagentes 
Solvent

e 
Agente redutor / 

estabilizante 
Proporção 

mol:mol 
Referência 

Nitrato de prata e 
Amônia ([Ag(NH3)2]+) 

Água 
Hidróxido de amônio 

e sacarídeos 
1:10 (PANÁČEK et al., 2006) 

Nitrato de prata Água 
Boro-hidreto de 

sódio 
1:2 (KIM et al., 2007) 

Nitrato de prata Água 
Citrato de sódio atua 

como as duas 
finalidades 

1:7 

(DONG et al., 2009; 
TURKEVICH; 

STEVENSON; HILLIER, 
1951) 

Nitrato de prata Água 
Ácido ascórbico e 

citrato de sódio  
1:3 (QIN et al., 2010) 

Nitrato de prata Etanol Etanol / PVP 1:1 (LEE; OH, 2015) 

Sulfato de prata Água 
PVA atua como as 
duas finalidades 

1:64 
(LEE; MEISEL’, 1982)  

Nitrato de prata Água NaBH4 / PVA 2,5:1 
Nitrato de prata Água Citrato de sódio 0,18:1% 
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2.5  Nanopartículas de crescimento misto 

 

As nanopartículas de crescimento misto são materiais compósitos, ou seja, 

formados pela união de materiais distintos em que estão presentes duas camadas ou 

diferentes materiais diretamente ligados. Esses materiais de crescimento misto tem o 

objetivo de obter um produto de maior qualidade em relação a nanopartículas únicas, 

unindo as principais características dos dois materiais (GUTIÉRREZ et al., 2014). 

 

2.5.1 Nanopartículas do tipo core-shell 

 
Nanopartículas core-shell são definidas como nanopartículas com um núcleo 

completamente coberto por uma camada, uma estrutura de superfície uniforme e bem 

definida. Nanoestruturas do tipo core-shell podem ser chamadas núcleo@casca e sua 

estrutura e representação pode ser observada na Figura 2. Sistemas core-shell 

baseiam-se em estruturas em que um material nanométrico é revestido por outro a fim 

de se obter um efeito sinérgico entre os constituintes. Por exemplo, recobrir uma 

nanopartícula magnética com o metal prata permite a atuação compartilhada entre o 

núcleo magnético e as propriedades antibacterianas da casca de prata para 

determinadas aplicações.  

Figura 2 – Representação de nanopartícula core-shell. 

 

Nanopartículas core-shell possuem diferentes atividades na área da medicina. 

Diversos testes, que serão citados posteriormente, com estudos in vitro e in vivo foram 

feitos utilizando essas nanopartículas. 

Um estudo utilizando nanopartículas Ag@Au e nanopartículas de Au permitiu a 

avaliação da redução da glicemia em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina. 

Os resultados revelaram que ratos diabéticos tratados com AuNPs ou Ag@AuNPs 

com doses de 0,5 mg kg-1 de peso corporal em dispersão de NPs em água/dia, tiveram 

seu nível de glicose restaurado. Todos os grupos de ratos foram tratados por vinte e 
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um dias por via de administração oral por intubação gástrica. Em conclusão, observou-

se que as NPs melhoram a condição diabética como uma cura terapêutica econômica 

em tratamento diabético e suas complicações (SHAHEEN et al., 2016). 

Nanopartículas core-shell com núcleo de sílica dopada com fulereno e casca 

de sílica dendrítica também foram utilizadas para estudos com intuito de inibir 

significativamente o crescimento de células cancerígenas (ABBARAJU et al., 2017). 

Em estudos de nanopartículas Fe3O4/Ag, foi identificada a síntese usando o 

método de micela reversa. Neste estudo foi possível identificar o efeito bactericida no 

que diz respeito a S. epidermidis, B. subtilis e E. coli. Além disso, devido ao 

superparamagnetismo dessas nanopartículas, as nanopartículas puderam ser 

removidas facilmente de água após o efeito bactericida ter ocorrido e reutilizadas 

várias vezes no tratamento de água com as bactérias. Esses resultados indicaram que 

as nanopartículas de Fe3O4/Ag podem ter aplicação na desinfecção no tratamento de 

águas (GONG et al., 2007). 

Nanopartículas core-shell de Fe3O4-aminosilano funcionalizadas com peptídeo 

antimicrobiano clavanina A (clavA) foram utilizadas para estudo na formação de 

biofilme por Pseudomonas aeruginosa. Foi modificada a tubulação de cateteres 

venoso central (CVC) com as nanopartículas para estes testes e os resultados 

mostraram diminuição da adesão da bactéria em até 70-90% quando comparados ao 

CVC de controle. Além disso, quando o tratamento térmico é acionado por 5 min a 

80°C em uma tubulação que já apresenta biofilme bacteriano (CVC-BF), a viabilidade 

das bactérias aderidas reduz em até 88%, mas ainda foi observado bactérias 

remanescentes que poderiam ser tratadas testando materiais com maior resistência 

térmica. Os resultados obtidos são muito semelhantes aos dos cateteres comerciais 

impregnados com antibiótico e prata (RIBEIRO et al., 2018). 

Nanopartículas core-shell de Y2O3:Tb@SiO2 foram utilizadas para estudo na 

formação de biofilme por Pseudomonas aeruginosa (PAO1) em ensaio de microplaca 

com biofilmes cultivados por 24 h, coradas com cristal violeta e quantificadas medindo 

a absorbância a 470 nm. Uma diminuição dependente da concentração (14-60%) foi 

registrada na capacidade de formação de biofilme do PAO1, após o tratamento com 

a core-shell. As nanopartículas core-shell apresentam potencial inibitório na formação 

de biofilme que podem ser explorados para tratar infecções resistentes a drogas de P. 

aeruginosa no futuro (HUSAIN et al., 2019). 
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Barrientos, Iparraguirre e Cavero (2019) sintetizaram nanopartículas de 

Fe3O4/Ag para estudo de suas propriedades antibacterianas contra as bactérias 

Enterobacter aerogenes (Gram-negativas) e Enterococcus faecalis (Gram-positivas). 

As nanopartículas de Fe3O4 foram sintetizadas pelo método sol-gel e a redução das 

nanopartículas de prata foi realizada por meio de redução química in situ com glicose. 

As nanopartículas core-shell apresentaram diâmetro médio de 28 nm. O teste 

antibacteriano indicou que o uso do nanocompósito Fe3O4/Ag na concentração de 5 

mg mL-1 permite a inibição total do crescimento das bactérias Enterobacter aerogenes 

e Enterococcus faecalis estudadas a partir de uma concentração inicial de 108 

bactérias mL-1 em um tratamento de 50 min e incubação a 37 °C. 

 

2.5.2 Nanopartículas do tipo núcleo-satélite  

  

As nanopartículas núcleo-satélite possuem um núcleo recoberto de forma 

irregular (Figura 3) (WENG et al., 2013). 

Figura 3 – Representação da nanopartícula núcleo-satélite. 

 
Lee et al. (2006) desenvolveram uma nanopartícula do tipo núcleo-satélite, 

composta por um núcleo de sílica dopado com corantes e múltiplos satélites de 

nanopartículas de óxido de ferro. O objetivo foi desenvolver uma nova geração de 

nanossondas fundindo vários corantes fluorescentes e múltiplas nanopartículas 

magnéticas em uma única nanossonda. Essa nanossonda teria como objetivo ser 

capaz de fornecer recursos superiores de fluorescência, imagens de ressonância 

magnética e excelentes sondas de imagem dupla para a detecção de PSAs.  

Chen e Wang (2018) desenvolveram uma técnica de injeção sequencial para 

sintetizar nanopartículas núcleo-satélite de NaYbF4@CaF2, para construir um 

biossensor revestiram nanofolhas de MnO2 em nanopartículas de núcleo α-

NaYbF4:Tm@CaF2 para aumentar a sensibilidade de detecção de biotiol. 
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Comparando com nanopartículas core-shell, as nanopartículas núcleo-satélite 

apresentam maiores proporções de superfície, ou seja, maior volume. Elas foram 

adequadas para outras modificações de superfície. 

Nanopartículas de ouro e prata em estruturas núcleo-satélite assimétricas do 

tipo Janus (nanopartícula simples composta por duas faces) foram sintetizadas para 

melhorar e controlar as propriedades plasmônicas de nanomontagens. O método de 

montagem tem base na eficiência de dessorção marcadamente diferente de 

nanopartículas, dependendo do tamanho e do solvente. Esse método apresentado é 

extensível à preparação de nanomontagens núcleo-satélite composicionalmente 

heterogêneas (YOON; LIM; YOON, 2012). 

Nanopartículas do tipo núcleo-satélite funcionalizadas com ácido borônico 

foram sintetizadas para enriquecimento avançado de glicopeptídeos e glicoproteínas. 

Este novo material híbrido é composto por um núcleo de ferrita revestido de sílica com 

propriedades superparamagnéticas, e numerosos satélites de nanopartículas de ouro, 

compostas com muitas âncoras de ácido 3-aminofenilborônico, projetadas para 

capturar moléculas alvo, pois foram altamente específicas para espécies glicosiladas. 

Além disso, as novas nanopartículas compostas foram aplicadas para enriquecer 

proteínas glicosiladas de tecidos de câncer colorretal humano para identificação de 

sítios de N-glicosilação (ZHANG et al., 2009). 

 

2.5.3 Nanopartículas do tipo heterodímero  

 

Nanopartículas do tipo heterodímero diferem das nanopartículas core-shell e 

núcleo-satélite devido a mesma não possuir o recobrimento do núcleo por completo, 

em uma partícula do tipo heterodímero as nanopartículas de óxido metálico se 

encontram diretamente ligada a superfície de um metal (Figura 4). Essa estrutura 

apresenta a superfície com duas nanopartículas de composição química diferente. 
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Figura 4 – Representação da nanopartícula heterodímero. 

  

Em estudo teórico da resposta óptica bioestável de nanopartículas do tipo 

heterodímero, composto por um ponto quântico semicondutor com espaçamento 

próximo e uma nanopartícula metálica, mostra que a natureza bioestável da resposta 

resulta da interação entre a não linearidade óptica do ponto quântico e sua auto ação 

originada da presença da nanopartícula metálica. As condições para que ocorra a 

bioestabilidade podem ser realizadas, por exemplo, para um heterodímero composto 

por um ponto quântico de CdSe (ou CdSe/ZnSe) estreitamente espaçadas e uma 

nanoesfera de ouro (NUGROHO et al., 2013). 

Nanoestrelas de PbS-Au do tipo heterodímero obtidas da reação com ácido 

oxálico, concentração e temperaturas ótimas de Brometo de Cetrimônio (CTAB) para 

deposição seletiva de ouro nas nanoestrelas. Elas são candidatas promissoras para 

os blocos de construção em nanoescala e possuem aspectos que precisam ser 

estudados (ZHAO et al., 2010). 

 Shams, Ghazanfari e Schmitz-Antoniak (2019) fizeram uma revisão 

descrevendo brevemente os aspectos menos conhecidos dos heterodímeros, 

incluindo composição eletrônica, morfologia interfacial e propriedades críticas. Foram 

apresentados exemplos concretos de progressos recentes em síntese e aplicações 

biomédicas, por exemplo, diagnósticos e tratamentos biomédicos emergentes. O 

principal benefício dos heterodímeros é o ganho sinérgico de propriedades 

magnéticas e plasmônicas em estruturas únicas com desempenho principalmente 

aprimorado quando comparado a componentes individuais. 

Wu et al. (2021) realizaram uma revisão dos aspectos menos conhecidos dos 

heterodímeros e apresentaram exemplos de progressos em síntese e aplicações. As 

propriedades das nanopartículas heterodímeros é de um material versátil que pode 

ser usado em imagem intracelular, como agente antibacteriano, macromolécula 

fotocatalítica e biológica, por exemplo. Além disso, a cooperação interdisciplinar entre 
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disciplinas como química, ciência dos materiais, física, biologia e medicina fornecem 

às nanopartículas heterodímeros mais opções para modificação e aplicação. 

 

2.6  Teste de toxicidade com Artemia salina 

 

O teste de letalidade com Artemia salina foi proposto em 1956, por Michael, 

Thompson e Abramovitz e aprimorado em 1981 por Vanhaeche e colaboradores. No 

entanto, seu reconhecimento como teste preliminar para validação toxicológica veio 

com Meyer em 1982, quando avaliou a toxicidade de extratos brutos de plantas da 

família Euphorbiaceae (LHULLIER; ANTUNES HORTA; FALKENBERG, 2006; 

PISUTTHANAN et al., 2004). 

Artemia salina é um pequeno invertebrado halofílico pertencente à classe 

Crustáceo e subclasse Braquiopoda, que vive em água salgada e desempenha papel 

importante nos ecossistemas aquáticos e marinhos. Seu ciclo de vida compreende os 

estágios de cisto, náuplios, metanáuplios, pré-adultos e adultos. A Artemia salina é 

muito valorizada por sua aplicação na detecção de toxicidade usando náuplios 

eclodidos (ensaio de letalidade). O ensaio de letalidade com Artemia salina é rápido, 

conveniente e de baixo custo, por isso é amplamente empregado em pesquisa e 

toxicologia aplicada (NTUNGWE N et al., 2020). 

O teste de letalidade com Artemia salina tem um bom relacionamento com 

outros ensaios laboratoriais. Araújo et al. (2011) estudou a toxicidade geral e 

antitumoral in vivo contra Sarcoma 180 de Crataeva tapia Bark Lectina (CrataBL). 

Neste estudo, o teste de toxicidade geral de CrataBL exibiu mortalidade por A. salina 

com CL50 de 71,73 µg mL-1. Enquanto no teste antitumoral in vivo, o tratamento de 

camundongos albinos Swiss com CrataBL, a concentração 20 mg kg-1 reduziu 

significativamente (p < 0,05) o volume do Sarcoma 180 em relação ao volume do 

tumor do grupo controle. Assim, os resultados reforçaram a boa correlação entre 

esses dois ensaios. 

 

2.7  Atividades biológicas dos nanomateriais 

 

Nanomateriais são capazes de permitir atividade nas áreas médica e 

farmacêutica, que levam ao desenvolvimento de compostos antimicrobianos voltados 
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a criação de antibióticos para tratamento de infecções causadas por diversas 

bactérias. 

Bactérias têm estruturas de parede celular diferentes que permitem uma 

classificação geral como Gram-negativas e Gram-positivas. As diferenças estruturais 

dessas classificações estão no peptidoglicano, pois as bactérias Gram-positivas 

exibem uma espessa camada de peptidoglicano e não possuem membrana externa, 

enquanto as bactérias Gram-negativas exibem uma camada fina de peptidoglicano 

entre a membrana citoplasmática e a membrana externa (Figura 5) (MOREIRA; 

CARVALHO; FROTA, 2015; SHOCKMAN; BARREN, 1983). 

A nanotecnologia voltada à área da saúde permite o desenvolvimento e 

caracterização de nanomateriais a serem utilizados em vários âmbitos da medicina e 

odontologia, como, por exemplo no desenvolvimento de materiais para tratamentos 

de contaminantes microbianos causadas por bactérias (BAYGIN et al., 2017). 

Figura 5 – Representação das bactérias Gram-negativas e Gram-positivas 

 

Nanopartículas de prata sintetizadas utilizando extrato metanólico da bactéria 

Spirulina platensis. As caracterizações de potencial zeta e MET mostraram 

nanopartículas estáveis (-43,6 mV) esféricas e dispersas com tamanho médio de 29 

nm.  O potencial de inibição da formação de biofilme das AgNPs (10, 25, 50, 75 e 100 

μg mL−1) foi testado contra Pseudomonas aeruginosa (Pa14) mostrou um máximo de 

85,63 % de inibição da formação de biofilme a 100 μg mL−1. O potencial de AgNPs em 

inibir a formação inicial de biofilme afirma a potencial aplicação de AgNPs como 

material de revestimento no futuro (LEWISOSCAR et al., 2021). 

 Coriolano et al. (2021) realizaram uma revisão de literatura relacionada a 

atividade antibiofilme de nanopartículas de prata contra cepas de Pseudomonas 

aeruginosa sensível a antibióticos e multirresistente. O tamanho das AgNPs é um 

elemento crucial para determinar a atividade terapêutica das nanopartículas, uma vez 

que partículas menores apresentam maior área de superfície de contato com o micro-
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organismo, afetando seu funcionamento vital. O estudo mostra atividade antibiofilme 

ocasionada pela ruptura da estrutura do biofilme e estresse oxidativo. Conforme 

observado na Figura 6, As AgNPs agem em 4 etapas, (A) Fixação de células para 

formar biofilme; (B) Biofilme maduro; (C) AgNPs se ligam à matriz exopolissacarídica 

do biofilme e causam a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS); (D) 

rompimento do biofilme inibindo o crescimento do biofilme em concentrações entre 1 

e 600 μg mL-1 de AgNPs. 

Figura 6 – Representação do mecanismo de destruição do biofilme. 

 
Fonte: Coriolano et al. (2021). 

 Armijo et al. (2020) testaram a atividade antibacteriana de Fe3O4 NPs 

(nominalmente magnetita) e nanocompósito de nitreto de ferro e tobramicina 

contra biofilmes de Pseudomonas aeruginosa (PAO1). A suscetibilidade e a 

concentração mínima inibitória (CMI) das NPs foram determinadas nas colônias 

bacterianas PAO1 usando método de difusão em disco. A CMI de todos os compostos 

de interesse foi determinada após 60 dias de crescimento, para garantir o 

estabelecimento completo de colônias de biofilme. Os resultados mostram que o 

nanocompósito tem o potencial de superar a barreira do biofilme bacteriano. Além 

disso, a aplicação do campo magnético aumenta a ação, provavelmente por meio da 

difusão aprimorada das Fe3O4 NPs. Esses resultados mostram que Fe3O4 NPs são 

alternativas promissoras de baixo custo para revestimentos de AgNPs. 

 

2.7.1 Pseudomonas aeruginosa 

 

Pseudomonas aeruginosa (Figura 7) pertence à família Pseudomonadaceae, é 

um patógeno Gram-negativo, não fermentador e aeróbio. A P. aeruginosa é 
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considerada de maior relevância epidemiológica entre as espécies de Pseudomonas, 

ela está associada a infecções hospitalares, principalmente em pacientes 

imunocomprometidos (BAHMANI et al., 2016; BERNAL-ROSAS; OSORIO-MUÑOZ; 

TORRES-GARCÍA, 2015; JUAN; PEÑA; OLIVER, 2017; RIVAS et al., 2015; 

ROSHANI-ASL et al., 2018; STREETER; KATOULI, 2016). 

Figura 7 - Aspecto macroscópico do cultivo de P. aeruginosa ATCC 9027 em ágar cetrimide. 

 

P. aeruginosa multiplica-se facilmente em diversos meios de cultivo, dos quais 

mais relatados na literatura, ágar sangue, ágar MacConkey e ágar cetrimide. Esse 

micro-organismo desenvolve colônias grandes, redondas, lisas e acinzentadas com 

odor típico de uva, com capacidade fluorescente de branco a azul-esverdeado na 

presença de luz ultravioleta de longo comprimento de onda (400 nm) (PROCOP et al., 

2017; WAGNER et al., 2016). 

A P. aeruginosa é uma causadora de infecções e é uma ameaça a saúde, pois 

possuem necessidade nutricional mínima para o seu crescimento, tolerância de vida 

a ambiente hostil e a capacidade de adquirir novos mecanismos de resistência aos 

agentes antimicrobianos (GALES et al., 2001; GONÇALVES, 2015; GUEVARA; 

SAHAI; TEDESCO-MAIULLARI, 2015; HORCAJADA et al., 2019). 

As infecções causadas por esse patógeno ocorrem de forma súbita, rápida e 

dura pouco. Em pacientes gravemente doentes, a P. aeruginosa contribui com 3% a 

15% das infecções da corrente sanguínea, com taxa de mortalidade de 27% a 48%, 

além disso, mais de 50% das mortes acontecem em poucos dias após a infecção. Ela 

ocorre de forma aguda devido à produção de toxinas, cronicamente devido à formação 

de um biofilme espesso, ou podem ocorrer com ambas as formas, que combinadas 

podem causar septicemia (infecção generalizada). Novas abordagens são 

necessárias para diminuir a mortalidade de pacientes que têm infecções por P. 
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aeruginosa, pois apesar de extensa pesquisa neste campo, nenhum método eficaz de 

tratamento universal para a infecção por P. aeruginosa foi descoberto devido à alta 

adaptabilidade e desta espécie (ARMIJO et al., 2020; PRAGASAM et al., 2018; SILVA 

et al., 2016). 

 

2.7.2 Formação de biofilme 

 

A capacidade de formar um biofilme é uma característica comum de uma 

variedade de micro-organismos. A P. aeruginosa é um importante patógeno e 

organismo modelo representativo para estudo de biofilme. O biofilme é uma espécie 

de película protetora formada por uma comunidade estruturada de micro-organismos. 

O processo de formação de biofilme começa com a adesão inicial irreversível das 

células bacterianas a uma superfície específica (BALASUBRAMANIAN et al., 2013; 

HA; O’TOOLE, 2015; KIM; LEE, 2016; TAYLOR; YEUNG; HANCOCK, 2014). 

O sistema de modulação gênica e de proteínas de P. aeruginosa permite que 

as camadas celulares do biofilme se adaptem rapidamente às condições ambientais 

adversas. Isto pode envolver a bomba de efluxo a múltiplas drogas, que consiste no 

bombeamento ativo de antimicrobianos do meio intracelular para o extracelular, 

produzindo resistência bacteriana a determinados antimicrobianos (WANG et al., 

2018).  

A formação de biofilme ocorre com o agrupamento das bactérias e seu 

processo de formação ocorre em 5 estágios (Figura 8). (1) Anexo inicial de células 

isoladas ou aglomerados de bactérias de biofilme; (2) Produção de substância 

polimérica extracelular para aderir mais firmemente as células a superfície; (3) 

Desenvolvimento e expansão do biofilme; (4) Biofilme maduro quando o biofilme está 

em (pseudo) estado estacionário; (5) Dispersão de células únicas. O próximo estágio 

é o declínio do biofilme e é chamada de fase da morte (KONING, 2010; MONROE, 

2007; STOODLEY et al., 2002, 2013). 
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Figura 8 - Etapas da formação de biofilme. 

  
Fonte: Adaptado de Monroe (2007), Image credit: D. Davis.
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3 OBJETIVOS 

 

3.1  Objetivo Geral 

 

Avaliar a atividade de nanopartículas de prata, compósito Fe3O4/Ag e óxido de 

ferro na formação de biofilme por Pseudomonas aeruginosa. 

 

3.2  Objetivos específicos 

 

1. Sintetizar a nanopartícula de óxido de ferro (Fe3O4) pelo método de 

coprecipitação; 

2. Sintetizar as nanopartículas de prata (Ag); 

3. Sintetizar os compósitos Fe3O4/Ag a partir das nanopartículas de óxido de ferro 

e nitrato de prata; 

4. Caracterizar as nanopartículas por meio de microscopia eletrônica de 

transmissão (MET), potencial zeta, espalhamento dinâmico de luz (DLS), 

espectroscopia de absorção atômica, espectroscopia vibracional de absorção na 

região do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia 

eletrônica de absorção na região do ultravioleta e visível (UV-vis), difração de elétron 

de área selecionada (SAED); 

5. Avaliar a toxicidade das nanopartículas pelo método de letalidade de Artemia 

salina.  

6. Estudar o impacto das nanopartículas na formação de biofilme por Pseudomonas 

aeruginosa. 
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4 METODOLOGIA 

 
4.1  Síntese e funcionalização de nanopartículas de óxido de ferro 
 

A síntese foi realizada pelo método de coprecipitação segundo metodologia 

descrita por Khalafalla e Reimers (1980) de preparação de fluidos magnéticos 

aquosos. Em um béquer de 600 mL, 6 g de FeCl2.4H2O e 12 g de FeCl3.6H2O foram 

dissolvidos em 50 mL de água deionizada, em seguida foram adicionados 25 mL de 

NH4OH 30% rapidamente com agitação mecânica de 600 rpm. O béquer contendo o 

precipitado resultante foi separado por decantação magnética utilizando um ímã 

permanente de neodímio até as NPs obtidas serem decantadas. O precipitado foi 

inicialmente lavado com 100 mL de uma solução de NH4OH 5% (v/v). Posteriormente, 

o precipitado foi lavado com água destilada e separado por decantação magnética, 

essa etapa do procedimento foi repetida dez vezes. Por fim, foi adicionado 100 mL de 

água e a mistura foi armazenada em frasco com identificação na geladeira 

(KHALAFALLA; REIMERS, 1980).  

O pH e condutividade da amostra foram inicialmente medidos. Depois, 5 g de 

ácido cítrico foram dissolvidos em 30 mL de água. Em um béquer de 50 mL as 

nanopartículas foram aquecidas a 60 °C em agitação mecânica de 250 rpm. Em 

seguida, adicionou-se lentamente a solução de ácido cítrico até atingir o pH de 2,5 a 

3,5. Com o auxílio de um ímã permanente de neodímio, a dispersão foi lavada duas 

vezes com água deionizada. Após, adicionou-se 150 mL de água e adicionou-se gota 

a gota de amônia concentrada para atingir o pH 7. As nanopartículas ficaram dispersas 

na solução e armazenadas na geladeira. As nanopartículas funcionalizadas foram 

filtradas em filtro para seringa de membrana 250 nm. 

 

4.2  Síntese de nanopartículas de prata 

 

Em um béquer de 400 mL foram pipetados 3 mL de AgNO3 0,016 mol L-1 e 

completou-se o volume com água para 200 mL. Em seguida adicionou-se 5 mL de 

citrato de sódio 0,0054 mol L-1, iniciou a agitação magnética e zerou-se o cronômetro. 

No tempo de 15 min, adicionou-se de uma vez 8 mL de solução boro-hidreto de sódio 

(NaBH4) 0,04 mol L-1 que estava armazenado na geladeira. No tempo de 20 min a 

agitação magnética foi interrompida e a mistura reacional foi mantida destampada no 
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escuro por 2 h. Todo o procedimento foi realizado em uma caixa escura e a solução 

foi armazenada em frasco âmbar coberto de papel alumínio (KERESELIDZE et al., 

2012). 

 

4.3  Síntese do nanacompósito Fe3O4/Ag 

 

Inicialmente, a amostra de Fe3O4 NPs foi colocada no sonicador de ponteira 

por 20 minutos a 40 % de potência. Em um béquer, foi adicionado 400 µL de 

nanopartículas Fe3O4 e adicionou-se 20 mL de água deionizada, em seguida no 

sonicador de ponteira adicionou-se gotejando 100 mL de solução de AgNO3 0,01 mol 

L-1. Ainda no sonicador de ponteira, adicionou-se 500 µL de boro-hidreto de sódio 1 

% (m/v), a mistura ficou no sonicador de ponteira por 20 minutos a 40 % de potência. 

Em seguida, com agitação mecânica de 950 rpm a mistura foi mantida em 

aquecimento de 80 °C por 2 horas. Por fim, as nanopartículas foram lavadas três 

vezes com água deionizada utilizando decantação magnética. Por fim, adicionou-se 

200 mL de água deionizada e as nanopartículas ficaram dispersas em água e 

armazenadas na geladeira (adaptado de LIU et al., 2008).  

Observações da síntese: Com a finalidade de manter as partículas dispersas 

no coloide foi realizado a funcionalização das nanopartículas de óxido metálico e toda 

a etapa inicial da síntese foi realizada com auxílio do ultrassom, pois análises de 

microscopia eletrônica de transmissão feitas em testes anteriores da síntese 

mostraram muita agregação nas nanopartículas Fe3O4/Ag, o que impossibilitava 

observar de forma efetiva as imagens microscópicas. As etapas finais da síntese 

foram realizadas em agitação vigorosa constante com auxílio de agitador mecânico a 

950 rpm.  

 

4.4  Potencial Zeta e Espalhamento dinâmico de luz (DLS) 

 

Para análise foram medidos 100 µL de cada amostra de nanopartículas (óxido 

de ferro, Fe3O4/Ag e Ag) e adicionados 900 µL de água deionizada gota a gota na 

tentativa de evitar a agregação da amostra. Após, a amostra foi levada para o 

ultrassom por 5 minutos. Aproximadamente 1 mL dessas suspensões diluídas foram 

transferidas para a célula em forma de U de poliestireno Malvern do potencial zeta, 

em seguida procedeu-se a estabilização de temperatura a 25 ºC e cada uma das 
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medições foram realizadas utilizando-se o aparelho Malvern ZetaSizer, modelo Nano-

ZS90 da Central de Análise Multiusuário (CAM) da UFG. 

 

4.5  Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

 

As amostras foram caracterizadas por Microscopia Eletrônica de Transmissão 

(MET), utilizando o equipamento da marca Jeol, modelo JEM-2100, equipado com 

detector de energia dispersiva de raios (EDS), também foi realizado o SAED das 

amostras. Para análise, as amostras já dispersas em água foram gotejadas em grade 

de cobre e recobertas com filme de carbono. As análises de microscopia das amostras 

foram realizadas no Laboratório Multiusuário de Microscopia de Alta Resolução 

(LABMIC) da Universidade Federal de Goiás (UFG) - Campus Samambaia. 

A microscopia eletrônica de transmissão (MET) fornece imagens microscópicas 

que permitem análises em softwares de análises de imagens como o ImageJ. A 

análise do ImageJ é baseada em software que faz medidas dos diâmetros das 

nanopartículas nas micrografias obtidas na análise MET. Os resultados obtidos em 

análise de software ImageJ são fundamentalmente diferentes dos resultados obtidos 

na análise de DLS. O DLS é uma técnica baseada nas flutuações de intensidade da 

luz espalhadas na amostra e fornece informações sobre o movimento da partícula, 

movimento que é a causa das flutuações da intensidade.  

 

4.6  Espectroscopia vibracional de absorção na região do infravermelho com 

transformada de Fourier (FTIR) 

 

A espectroscopia no infravermelho (FTIR) determina as frequências 

vibracionais de grupos funcionais presentes nas amostras. Os espectros foram 

adquiridos pela técnica de absorção no infravermelho, em equipamento Perkin-Elmer 

modelo Spectrum Frontier FT-IR/NIR (Perkin-Elmer Corp., Norwalk, CT) do Centro de 

Análises, Inovação e Tecnologia da UEG (CAITEC) do Campus Central de Ciências 

Exatas e Tecnológicas da Universidade Estadual de Goiás (CCET-UEG). As amostras 

das nanopartículas foram analisadas líquidas utilizando Reflectância Total Atenuada 

(ATR). Cada amostra foi colocada separadamente no ATR Crystal e efetuada as 

leituras no intervalo espectral de 700 – 4000 cm-1, com uma resolução de 4 cm-1, feixe 

único e acumulações de 128 varreduras. 
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4.7  Espectroscopia eletrônica de absorção na região do ultravioleta e visível 

(UV-vis). 

 

Os espectros foram adquiridos pela técnica de absorção na região do 

ultravioleta e visível (UV-vis), em equipamento Perkin Elmer Lambda 35 UV-Visible 

Spectrometer do Centro de Análises, Inovação e Tecnologia da UEG (CAITEC) do 

Campus Central de Ciências Exatas e Tecnológicas da Universidade Estadual de 

Goiás (CCET-UEG). Foram separadas uma alíquota de 2 mL das amostras de 

nanopartículas de óxido de ferro (Fe3O4), Fe3O4/Ag e prata (Ag) que foram analisadas 

no espectrofotômetro UV-vis.  

 

4.8  Espectroscopia de absorção atômica 

 

A análise de cada amostra foi feita em triplicata. Para análise foram medidos 

100 µL de cada amostra de nanopartículas (óxido de ferro, Fe3O4/Ag e Ag) e 

adicionados 900 µL de ácido nítrico. Em seguida, adicionou-se 50 mL de água 

deionizada e colocou-se as amostras em aquecimento por 30 min, posteriormente as 

amostras foram transferidas para balões volumétricos de 100 mL. Aproximadamente 

1 mL dessas suspensões diluídas foram utilizadas para leitura do aparelho de 

absorção atômica, utilizando-se o espectrofotômetro de absorção atômica AAnalyst 

400 da Perkin Elmer da Central de Análise Multiusuário (CAM) da UFG. 

 

4.9  Bioensaios 
 

4.9.1 Ensaio de letalidade com Artemia salina 

 

Foi utilizado o método descrito por Molina-Salinas e Said-Fernández (2006) 

com pequenas modificações para determinar a toxicidade dos compostos pelo ensaio 

de letalidade de Artemia salina. A água marinha artificial (AMA) foi preparada com a 

dissolução de sal marinho (36 g L-1) e extrato de levedura (6 g L-1) em água destilada. 

A solução foi autoclavada e o pH medido foi 8,5, como esperado. Se porventura o pH 

estiver abaixo do ideal, deve ser ajustado utilizando solução de 1M de Na2CO3. 0,3 g 

de cistos de Artemia salina foram incubados em 500 mL de AMA por um período de 



43 

 

Metodologia 

36 h, aproximadamente 25 °C, ao abrigo da luz e com oxigenação constante 

(Esquema 1).  

Esquema 1 - Preparo da água marinha artificial e incubação de cistos. 

 
Fonte: Elaborado pela autora (2022).  

As larvas foram atraídas com luz, pipetadas utilizando uma pipeta de Pasteur e 

agrupadas em uma placa de Petri a fim de se selecionar os náuplios de Artemia salina 

dos cistos, sobrenadantes e cistos não eclodidos. 10 náuplios foram selecionados em 

100 μL de AMA fresco utilizando micropipeta e foram transferidas para os poços de 

uma microplaca que possuía previamente as concentrações a serem testadas 

conforme Esquema 2, e incubou-se tal placa por um período de 24 h. Após este 

período, com o auxílio de um estereoscópio fez-se a contagem do número total de 

náuplios mortos por poço através da mobilidade apresentada por cada náuplio. 

Posteriormente os náuplios móveis – vivos - foram inativados utilizando cerca de 

100μL de dicromato concentrado em cada poço e incubado por 15 minutos, após este 

período fez-se a contagem do número total de náuplios. Os valores obtidos foram 

analisados através de análise de Probit utilizando o software R para cálculo da CL50. 

Cada teste das nanopartículas foi realizado em 3 repetições. 

Esquema 2 - Diluição dos compostos para o teste de letalidade em Artemia salina. 

 
Fonte: Elaborado pela autora (2022).  
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4.9.2 Ensaio para a formação de biofilme 

 

4.9.2.1 Obtenção e manutenção das bactérias 

 

Um total de 13 cepas de P. aeruginosa foram testadas, 11 isolados clínicos 

gentilmente cedidos pela profa. Lílian Carneiro do Instituto de Patologia e Saúde 

Tropical da Universidade Federal de Goiás, IPTSP/UFG (Pa3, Pa5, Pa6, Pa10, Pa11, 

Pa13, Pa20, Pa22, Pa23, Pa28 e Pa29) e duas cepas padrão American Type Culture 

Collection (ATCC) de P. aeruginosa ATCC 27853 (Pa85) e ATCC 9027 (Pa90) da 

coleção do Laboratório de Bioensaios da Universidade Estadual de Goiás (UEG). 

A manutenção dos micro-organismos foi realizada conforme metodologia 

descrita por Silva, Costa e Reche (2008). Para obter colônias isoladas, as cepas foram 

repicadas em ágar cetrimide pela técnica de esgotamento por estrias e incubadas a 

35,5 ºC por 24 horas. Em seguida, 3 a 5 colônias isoladas típicas foram transferidas 

para um tubo com 10 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion) com 20 % de glicerol e 

homogeneizadas em agitador de tubos (vórtex) por 15 segundos. Após este 

procedimento os tubos foram incubados por 12 horas a 35,5 ºC. Em seguida, foram 

transferidas frações de 1 mL para tubos de Eppendorf esterilizados e devidamente 

rotulados. Posteriormente as frações foram armazenadas a 8 ºC por sete dias e 

congeladas em freezer a -20 ºC. 

 

4.9.2.2 Ensaio de formação de biofilme por P. aeruginosa 

 

Com algumas modificações, o ensaio foi realizado seguindo a metodologia 

descrita por Stepanovic et al. (2000). Na primeira etapa, preparou-se os inóculos 

bacterianos com a suspensão de 3 a 5 colônias em tubo com 4,5 mL de solução 

fisiológica estéril (NaCl 0,9 %) até obtenção de uma turvação correspondente a 0,5 da 

escala de McFarland. Em seguida, foram transferidos 100 µL do inóculo para tubo 

com 9,9 mL de caldo TSB (trypticase soy broth), obtendo-se assim a concentração de 

células de 1,5x106 unidades formadoras de colônia (UFC) por mL-1.  

Após, foram transferidos 50 µL desse caldo para os poços da microplaca de 

poliestireno de 96 poços contendo as nanopartículas de prata e óxido de ferro nas 

concentrações iniciais de 2,0 e 0,516 µg mL-1, respectivamente. O nanocompósito foi 

adicionado na concentração 2,0 e 0,516 µg mL-1 referente à concentração de prata e 
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ferro na amostra, respectivamente (essas concentrações foram reduzidas pela 

metade ao adicionar o inóculo). Após a incubação das microplacas a 35,5 ºC durante 

24 horas, foi realizada a leitura visual para confirmar o não crescimento em poço 

controle.  

Na segunda etapa, realizou-se a lavagem do meio TSB 2 vezes com 150 µL de 

SFE em lavadora automática de microplacas Aquari® (MA 615, Brasil) para a remoção 

das células não aderidas. Adicionou-se 150 µL do corante cristal violeta 1% por 10 

min. Desprezou-se o corante, lavou-se os poços 3 vezes com 200 µL de água 

destilada e descartou o volume total. Por fim, as microplacas foram secas em estufa 

a 35,5º por 20 min, adicionou-se 150 µL de etanol absoluto em cada poço para 

coloração das bactérias aderidas, incubou as microplacas em temperatura ambiente 

por 10 min e realizou as leituras de densidades ópticas (DO) dos poços a 492 nm no 

espectrofotômetro de microplacas BioTech EpochTM.  

Todos os testes foram realizados em triplicata. O experimento do ensaio de 

determinação da concentração mínima inibitória está representado no Esquema 3 a 

seguir. 
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Esquema 3 - Ensaio da concentração mínima inibitória (CMI). 

 

 
Fonte: elaborado pela autora, 2022. 

Baseado no trabalho de Stepanovic et al. (2000) as leituras de densidades 

ópticas (DO) obtidas das placas com biofilme foram classificadas em quatro 

categorias, sendo elas: formador forte (FF), formador moderado (FM), formador débil 

(FD) e não formadora (NF). As formulações para a determinação da densidade óptica 

foram feitas utilizando as seguintes fórmulas:  

NF = DOBA ≤ DOPCNI  

FD = DOBA > DOPCNI ≤ 2x DOPCNI 

FM = DOBA > 2x DOPCNI ≤ 4x DOPCNI 

FF = DOBA > 4x DOPCNI 

Sendo que DOPCNI = densidade óptica do poço controle não inoculado e DOBA = 

densidade óptica da bactéria aderida. 

O impacto de nanopartículas de magnetita (Fe3O4), Fe3O4/Ag e prata (Ag) na 

formação do biofilme de Pseudomonas aeruginosa foi avaliado com a comparação 
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dos resultados dos testes de formação do biofilme na presença e na ausência das 

nanopartículas. Para a análise dos resultados da formação do biofilme na presença 

das NPs, realizou-se a comparação da média do controle de viabilidade (CV) com os 

resultados médios das AgNP, NCs e Fe3O4 NP. Neste aspecto a significância das 

diferenças foi avaliada com o teste t de Student (p ≤ 0,05) e foram calculadas as 

porcentagens de formação de biofilme de P. aeruginosa na presença das 

nanopartículas em relação ao controle de viabilidade.  

 

 



48 

 

Resultados e discussão 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1  Espectroscopia de absorção atômica  

 

As NPs foram caracterizadas por espectroscopia de absorção atômica para 

identificar a concentração do metal. As NPs apresentaram concentração de prata na 

amostra 82 mg L-1 nas AgNPs e ferro 3.560 mg L-1 nas Fe3O4 NPs, respectivamente. 

Os NCs apresentaram concentração para ferro e prata de 72 e 280 mg L-1, 

respectivamente.  

 

5.2  Espectroscopia eletrônica de absorção na região do ultravioleta e visível 

(UV-vis) 

 

As Fe3O4 NPs, AgNPs e os NCs foram caracterizadas por espectroscopia UV-

vis. As absorbâncias foram normalizadas utilizando OriginPro8.5. Pode-se observar 

na Figura 9 os espectros UV-vis das amostras, na imagem é possível observar uma 

forte banda plasmônica centrada em aproximadamente 400 nm para a AgNP, o que 

condiz com a literatura e sugere a formação das AgNPs e sugere que elas são 

uniformemente esféricas de formato regular (SHERVANI et al., 2008).  

Na Fe3O4 NP observa-se banda em aproximadamente 300 nm, que indica uma 

banda energética e sugere transição de transferência de carga do metal ligante. No 

espectro UV-vis do NC é possível observar a banda plasmônica centrada em 

aproximadamente 450 nm. Esta banda corresponde a formação da AgNPs 

(SHERVANI et al., 2008). Também é observado uma banda pouco energética de 300 

nm que corresponde a Fe3O4 NP. 

NPs consideradas plasmônicas possuem características diferenciadas para 

diferentes aplicações como o aumento da reatividade das NPs em comparação a 

partículas macro e o fenômeno de ressonância plasmônica de superfície. A incidência 

de uma onda eletromagnética na superfície das NPs plasmônicas provoca a oscilação 

coletiva dos elétrons da camada de valência do metal, de maneira que todos os 

elétrons confinados ficam submetidos ao campo eletromagnético em um dado tempo. 

Sob influência desse campo, o movimento da nuvem eletrônica causa uma separação 

dipolar de cargas em sua superfície, o que caracteriza um Plasmon de Superfície. 
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Esta oscilação pode atingir ressonância quando a frequência da luz coincide com a 

faixa de absorção da NP – a banda plasmônica. Este é o fenômeno denominado 

ressonância plasmônica de superfície (DUTT; UPADHYAY, 2018). 

O NC possui uma banda plasmônica que sugere características diferenciadas 

para diferentes aplicações, como o aumento da reatividade do NC em comparação a 

partículas macro. Além disso, no espectro do NC é observado bandas 

correspondentes às Fe3O4 NPs e AgNPs isoladas. 

Figura 9 – Espectros de absorção na região do UV-vis. 

 
Fonte: elaborado pela autora, 2022. 

 

5.3  Espectroscopia Vibracional de Absorção na Região do Infravermelho 

 

A obtenção dos espectros vibracionais de absorção na região do infravermelho 

para as amostras de AgNPs e NCs foram realizadas pelo método de refletância total 

atenuada – ATR. Os resultados obtidos na análise foram normalizados no eixo y. As 

amostras de Fe3O4 NPs e os reagentes NaBH4, citrato de sódio e ácido cítrico foram 

caracterizados por FTIR. Na Figura 10 estão presentes os espectros de infravermelho 

das NPs na região de 4000 a 700 cm-1 das amostras caracterizadas por FTIR-ATR e 

na região 4000 a 400 cm-1 das amostras caracterizadas por FTIR. 
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Figura 10 – Espectros das amostras pelo método FTIR e FTIR-ATR. 

  
Fonte: elaborado pela autora, 2022. 

Nota-se que as amostras de NCs, Fe3O4 NPs e AgNPs possuem bandas largas 

na região de 3390-3350 cm-1. A amostra de citrato de sódio apresenta banda larga na 

região de 3450 cm-1 e a amostra de NaBH4 apresenta banda larga na região de 3390 

cm-1. Bandas largas na região de 3300 cm-1 são referentes a estiramento de ligação 

O–H. (PAIVA et al., 2015). 

Todas as amostras apresentam bandas na região de 1700 cm-1. Uma absorção 

na faixa de 1715 ± 100 cm-1 normalmente se deve à presença da ligação C=O (grupo 

carbonila) na molécula. Sendo que, o ácido cítrico possui uma banda fraca próxima 

de 1650 cm-1 que normalmente são referentes a ligações C=C. O espectro do ácido 
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cítrico também apresentou banda na região de 1450 cm-1, normalmente referente ao 

dobramento CH2 (PAIVA et al., 2015). 

A amostra de NaBH4 possui uma banda alongada na região de 2200 – 2400 

cm-1 considerada uma vibração de alongamento (stretching vibration) da ligação B–H. 

E na região de 1120 cm-1 identifica-se uma vibração de deformação (deformation 

vibration) da ligação B–H (LANG et al., 2017). 

A banda observada em aproximadamente 1429 cm-1 pode ser atribuída ao 

alongamento assimétrico da curvatura C–O–H do citrato. As bandas presentes entre 

900 – 400 cm-1 dos espectros do citrato de sódio e ácido cítrico são características de 

ligações de deformação de C–H e dobras para fora do plano de C–H e CH2 (PAIVA et 

al., 2015). 

As bandas de alta intensidade encontradas na região de 630 cm-1 no espectro 

Fe3O4 NPs, as bandas são características de estiramento Fe–O em óxido de ferro do 

tipo espinélio inverso (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005). Essa região do 

infravermelho não foi analisada para o NC, porque amostras caracterizadas por FTIR-

ATR estão na região 4000 a 700 cm-1, então bandas abaixo de 700 cm-1 não são 

identificadas. No espectro das Fe3O4 NPs foram observadas bandas nas regiões 

3390, 1620 e 630 cm-1. As duas primeiras bandas são características do estiramento 

O–H e C=O presente no Ácido cítrico utilizado na síntese das AgNPs (PAIVA et al., 

2015). 

Assim, foi possível observar no espectro das AgNPs a presença de bandas nas 

regiões 3350, 2140 e 1630 cm-1. Essas bandas são características do estiramento O–

H e B–H presente no Citrato de sódio e NaBH4 utilizado na síntese das AgNPs. 

No espectro do NC foram observadas bandas nas regiões 3350, 1620 e 750 

cm-1. As duas primeiras bandas são características do estiramento O–H e C=O 

presentes no Ácido cítrico e NaBH4 utilizados na síntese dos NCs. A banda 

correspondente ao estiramento Fe–O não foi identificada devido a análise em ATR 

não permitir análises abaixo de 700 cm-1 (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005). 

 

5.4  Potencial Zeta e Espalhamento Dinâmico de Luz (DLS) 

 

Na Tabela 1 são apresentados os resultados das caracterizações das Fe3O4 

NPs, AgNPs e NCs por potencial zeta, raio hidrodinâmico e índice de dispersão (ID). 

Foi possível observar que as Fe3O4 NPs e AgNPs apresentaram raio hidrodinâmico 
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de 106,7 nm e 63,27 nm e ID de 0,159 e 0,491, respectivamente. O ID foi analisado 

de acordo com a ISO 22412 (2017), na ISO é relatado que o ID é tipicamente inferior 

a 0,07 para amostras teste monodispersas de partículas esféricas, para amostras ISO-

ID<0,4 as partículas são consideradas homogêneas, amostras ISO-ID>0,4 a amostra 

é pouco homogênea e amostras de ISO-ID>1 são consideradas heterogêneas (ISO 

22412:2017).  Assim, os dados de ID das amostras indicaram que as Fe3O4 NPs 

apresentam dispersão de tamanhos homogêneas e as AgNPs apresentam dispersão 

de tamanhos pouco homogêneas, pois o ID está acima de 0,4. Verificou-se também 

que as Fe3O4 NPs e AgNPs apresentaram potencial zeta de -37,7 mV e -43,5 mV, 

respectivamente. Estes valores de potencial zeta são considerados altamente 

estáveis (como regra geral, são considerados altamente estáveis potenciais acima de 

+30 ou abaixo de -30 mV) (MAKOWSKI et al., 2019). 

Conforme Tabela 1, os NCs apresentaram raio hidrodinâmico de 443,2 e 573,9 

nm e ID de 0,645 (baseando-se no índice de refração do óxido de ferro) e 0,806 

(baseando-se no índice de refração da prata) para análise de óxido de ferro e prata, 

respectivamente. De acordo com a ISO 22412 (2017), os dados de ID das amostras 

indicaram que os NCs apresentam dispersão de tamanhos pouco homogêneos, pois 

o ID está acima de 0,4. Verificou-se também que os NCs apresentaram potencial zeta 

de -21,9 mV e -15,1 mV para análise de óxido de ferro e prata, respectivamente. Os 

valores de potencial zeta do NC indica que os colóides são considerados pouco 

estáveis, pois a análise indica que o potencial zeta se encontra fora do padrão de alta 

estabilidade (MAKOWSKI et al., 2019). 

Tabela 1 – Resultados obtidos na caracterização das nanopartículas por potencial zeta e DLS. 

Nanopartícula Potencial 
zeta (mV) 

Raio hidrodinâmico 
(nm) 

Índice de 
dispersão - ID 

Índice de 
refração (n) 

Óxido de ferro -37,7 ± 12,1 106,7 0,159 2,33 
Prata -43,5 ± 14,6 63,27 0,491 0,54 

Compósito Fe3O4 / 
Ag 

-21,9 ± 5,70 / 
-15,1 ± 5,68 

443,2 / 573,9 0,645 / 0,806 2,33 / 0,54 

 

5.5  Microscopia eletrônica de transmissão 

 

A Figura 11 apresenta as micrografias de microscopia eletrônica de 

transmissão (MET) Fe3O4 NPs, AgNPs e NCs. Na Figura 11a é possível observar NPs 

em formatos esféricos, na Figura 11b é possível observar NPs esféricas e ovais e na 

Figura 11c é possível observar NPs esféricas, ovais e hexagonais. 
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Figura 11 – Micrografias das nanopartículas de a) óxido de ferro; b) prata; c) e d) nanocompósito em 

diferentes escalas. 

a

 

b

 

c

 

d 

 

  

A Figura 11a sugere que as Fe3O4 NPs podem estar ligadas entre si, isso 

sugere que as ligações podem ter ocorrido por meio da funcionalização das NPs com 

ácido cítrico, pois os íons citratos funcionalizados se ligaram por ligações cruzadas na 

superfície das Fe3O4 NPs.  

As AgNPs foram sintetizadas através do método de Kereselidze et al. (2012) 

com a adição de NaBH4 para redução da prata. As AgNPs podem ser observada na 

Figura 11b, a figura permite visualizar NPs de formatos esféricos e hexagonais com 

pouco estado de agregação, pois a imagem mostra parte das NPs dispersas e parte 

agregadas, confirmando os dados observados na análise de DLS e potencial zeta que 

aponta as AgNPs com pouca homogeneidade.  

Na Figura 11c é possível observar que as NPs apresentaram uma camada com 

diferente orientação o que sugere que houve formação do NC, ainda que o 

crescimento do NC possa ter aumentado o estado de agregação das partículas como 

confirmado pelas análises de DLS e potencial zeta. Na Figura 11d a micrografia 

sugere que os NCs são do tipo heterodímero, pois a Fe3O4 NP se encontra ligada à 

superfície da prata diretamente, mas não a recobre por completo. Observa-se pontos 

de estado de agregação nas micrografias 11c e 11d obtidas, sinalizando a agregação 

dos NCs. 

Utilizando o programa ImageJ foi encontrado a média de 11,80 ± 3 nm, 15,87 

± 4 nm e 15,51 ± 5 nm, para diâmetro das Fe3O4 NPs, AgNPs e NCs, respectivamente. 
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Os valores encontrados estão representados na Figura 12 dos histogramas de 

distribuição de tamanho. 

Figura 12 – histograma de distribuição do diâmetro das nanopartículas de a) óxido de ferro; b) prata; 

c) nanocompósito. 

a b      

 

c

Essa análise permitiu obter distribuições de tamanho de NPs de imagens MET 

com informações sobre tamanho médio e desvio padrão. No entanto, tais informações 

das micrografias MET muitas vezes não corroboram bem com dados obtidos do DLS, 

pois são técnicas fundamentalmente diferentes. O tamanho obtido por DLS é 

geralmente maior que o obtido na análise de MET com software imageJ 

(BHATTACHARJEE, 2016; KIM et al., 2015; ZHAO et al., 2015). 

Sonbol, Mohammed e Korany (2022) sintetizaram AgNPs utilizando os agentes 

biogênicos Phoma sp., chaetomium globosum e chaetomium sp. A distribuição do 

tamanho das partículas das imagens MET foi calculada usando o software ImageJ e 

apresentou tamanho médio de 12,7, 10,7 e 16,1 nm para as três sínteses citadas 

acima, respectivamente. Para análise do DLS o raio hidrodinâmico das partículas foi 

de 98,41, 83,15 e 51,76 nm, respectivamente. Isso mostra que os dados de tamanho 

médio utilizando imagem MET são menores em comparação aos observados pelo 

DLS, conforme dados encontrados acima. Além disso, os valores médios encontrados 

estão dentro do esperado de acordo com os dados encontrados para prata na 

literatura. 

A distribuição do tamanho das Fe3O4 NPs sintetizadas foram avaliados 

utilizando as micrografias de análise MET. Foi calculado o tamanho médio de 5,3 nm 

das NPs usando o software ImageJ. O valor médio encontrado está dentro do 

esperado de acordo com os dados encontrados para óxido de ferro na literatura 

(KURNIAWAN; KHUMAENI, 2018). 
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5.6  Difração de elétron de área selecionada (SAED) 

 

As análises de SAED é uma técnica que permite analisar a estrutura cristalina 

dos biomateriais através do padrão de pontos de difração obtidos na análise MET. Os 

padrões de d-spacing de AgNPs e Fe3O4 NPs foram considerados para encontrar os 

valores dos padrões de d-spacing do NC. Os picos observados com relação aos 

valores de d-spacing conhecidos representando o plano cristalográfico estão contidos 

na Tabela 2.  

Tabela 2 – Índices de Miller em relação aos valores de d-spacing conhecidos para prata, óxido de 

ferro e compósito. 

Plano Prata Óxido de ferro Compósito 
d-spacing d-spacing d-spacing 

(2 2 0)  2,968239834 2,842524161 
(3 1 1)  2,531966072 2,444390125 
(1 1 1) 2,251491613  2,232392008 
(4 0 0)  2,105484788  
(2 0 0) 1,948368242  1,985111663 
(4 2 2)  1,733102253  
(5 1 1)  1,630656339 1,583155228 

(4 4 0) (2 1 4)  1,487099413  
(2 2 0) 1,380357513  1,401345291 
(3 1 1) 1,191043354  1,189909567 
(2 2 2) 1,117505727   

Foram encontrados os planos 111, 200, 220, 311 e 222 (Figura 13a) e 220, 

311, 400, 422, 511 e 440/214 (Figura 13b) para prata e óxido de ferro, 

respectivamente. Consequentemente, foi possível observar através dos valores de d-

spacing os planos que representam a prata e o óxido de ferro nos NCs 220, 311, 111, 

200, 511, 220, 311 (Figura 13c) (GALATEANU et al., 2015; MEHTAB; ZAIDI; SIDDIQI, 

2018; NJAGI et al., 2011; NOVAL; CARRIAZO, 2019; ZHU et al., 2011). 

Para discussão dos resultados, as AgNPs sintetizadas foram analisadas 

considerando a estrutura cúbica de face centrada (MEHTAB; ZAIDI; SIDDIQI, 2018; 

NJAGI et al., 2011). A prata não apresentou picos extras de difração, sugerindo que 

ela é essencialmente pura (NJAGI et al., 2011). A alta pureza e a baixa toxicidade 

dessa NP a torna potencialmente atraente para aplicações biológicas.  

As Fe3O4 NPs apresentaram o padrão de d-spacing 1,48. Esse padrão é 

considerado por Noval e Carriazo (2019) referente aos planos 440 (Fe3O4) e 214 (α-

Fe2O3), o que sugere a presença de Hematita na dispersão de Fe3O4 NPs. O NC 
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apresentou picos de difração de ambas as NPs, o que sugere a presença das duas 

NPs na amostra. 

As AgNPs são altamente cristalinas com picos de difração correspondentes à 

fase cúbica de face centrada, de acordo com o valor reportado de ICDD 4-783; 

a=4,0862Å. A análise indica uma amostra nanocristalina com indexação para Fe3O4 

NPs como rede cristalina cúbica com rostos de acordo com o arquivo ICDD número 

04-008-8146 (GALATEANU et al., 2015; NJAGI et al., 2011). 

Figura 13 – Difração de elétrons de área selecionada (SAED) das nanopartículas a) prata; b) óxido de 

ferro; c) nanocompósito 

a 

 

b 

 

c 

 

 

 

5.7  Estudo de toxicidade das nanopartículas pelo teste de letalidade de Artemia 

salina 

 

As NPs não mostraram toxicidade nos testes de letalidade de Artemia salina. 

Não foi observada CL50 nas concentrações testadas o que indica que o composto 

não apresentou toxicidade, pois sua dose letal é superior à maior concentração 

avaliada (20,5 µg mL-1). O fator limitante desta concentração foi o fato de que a AgNP 
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possui concentração máxima de 100 µg mL-1, dificultando o teste com concentrações 

superiores à concentração máxima testada em testes de microdiluição. 
Em uma avaliação dos potenciais efeitos tóxicos de AgNPs em náuplios de 

Artemia salina sob a diretriz ISO TS 20787, os náuplios foram expostos às 

concentrações 0 (controle), 0,39, 1,56, 6,25, 25 e 100 mg L-1 por 24 h, 48 h e 72 h. Os 

resultados indicaram baixa taxa de imobilização dos náuplios no prazo de 24h, 

somente após o tempo de 72h que houve imobilização dos náuplios de forma 

dependente da concentração. Assim, os resultados indicaram que no período de 24 

h, a concentração máxima testada não foi suficiente para imobilizar os náuplios (AN 

et al., 2019). 

O teste de letalidade de Artemia salina possui boa correlação com outros testes 

mais complexos na determinação de várias atividades, tais como: antifúngicas, 

antivirais e antimicrobianas, além de ser um teste de baixo custo e de fácil 

interpretação. Esse teste está sendo amplamente empregado na triagem da atividade 

biológica de vários compostos com possíveis potenciais de bioatividade 

(KRISHNARAJU et al., 2005; LUNA et al., 2005; PISUTTHANAN et al., 2004). 

 

5.8  Formação de biofilme  

 

Todas as 13 P. aeruginosa foram capazes de formar biofilmes, 9 (69,23 %) 

foram classificadas como formador forte, 4 (30,77 %) como formador moderado, 

conforme pode ser verificado na tabela 3. 

Tabela 3 - Índice de formação de biofilme de Pseudomonas aeruginosa. 

P. aeruginosa Med DP Formação de biofilme 
Pa3 0,142 0,069 Moderada 
Pa5 0,356 0,109 Forte 
Pa6 0,394 0,082 Forte 

Pa10 0,256 0,067 Forte 
Pa11 0,142 0,018 Moderada 
Pa13 0,192 0,063 Moderada 
Pa20 1,077 0,442 Forte 
Pa22 0,166 0,068 Moderada 
Pa23 0,265 0,072 Forte 
Pa28 1,676 1,153 Forte 
Pa29 0,983 0,731 Forte 

  Pa ATCC 9027 0,246 0,103 Forte 

  Pa ATCC 27853 0,170 0,051 Forte 
CNI 0,061 0,011 - 
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As cepas de P. aeruginosa Pa5, Pa6, Pa10, Pa20, Pa23, Pa28, Pa29, Pa ATCC 

9027, Pa ATCC 27853 foram classificadas como formadoras fortes de biofilme; as 

cepas Pa3, Pa11, Pa13 e Pa22 como formadoras moderadas. Corroborando nossos 

resultados, Caixeta et al. (2018) identificou que as cepas de P. aeruginosa ATCC 9027 

apresentaram melhor desempenho na produção de biofilme quando comparada a P. 

aeruginosa ATCC 27853. 

Os resultados da formação de biofilme de P. aeruginosa na presença das NPs 

estão dispostos na Tabela 4. Os resultados foram tabulados e, assim, calculados o 

desvio padrão e médias. 

Tabela 4 - Índice de formação de biofilme de P. aeruginosa na presença de nanopartículas. 

 AgNP NCs Fe3O4 NP CV 

P. aeruginosa MED DP MED DP MED DP MED DP 

Pa3 0,119 0,035 0,073 0,052 0,092 0,029 0,142 0,069 

Pa5 0,220 0,081 0,193 0,085 0,527 0,125 0,356 0,109 

Pa6 0,144 0,074 0,177 0,125 0,282 0,084 0,394 0,082 

Pa10 0,164 0,030 0,185 0,051 0,136 0,046 0,256 0,067 

Pa11 0,117 0,028 0,106 0,021 0,115 0,021 0,142 0,018 

Pa13 0,180 0,069 0,167 0,027 0,131 0,090 0,192 0,063 

Pa20 0,766 0,101 2,118 0,643 0,239 0,110 1,077 0,442 

Pa22 0,143 0,028 0,115 0,071 0,118 0,013 0,166 0,068 

Pa23 0,231 0,072 0,082 0,039 0,076 0,003 0,265 0,072 

Pa28 0,560 0,230 0,141 0,005 0,368 0,055 1,676 1,153 

Pa29 0,350 0,036 0,423 0,164 0,161 0,029 0,983 0,731 

Pa ATCC 9027 0,422 0,046 0,377 0,100 0,314 0,018 0,246 0,103 

Pa ATCC 27853 0,080 0,012 0,398 0,189 0,165 0,027 0,170 0,051 

CNI 0,140 0,026 0,137 0,038 0,121 0,066 0,061 0,011 

Legenda: Pa = Pseudomonas aeruginosa; ATCC = American type culture collection; CNI = Controle 
não inoculado; Med = média; DP = desvio padrão; CV = controle de viabilidade; AgNP = Nanopartícula 
de prata; NC = Nanocompósito; Fe3O4 NP = Nanopartícula de óxido de ferro; p = nível de significância. 

Os resultados obtidos no teste t de Student estão dispostos na Tabela 5. AgNPs 

1 µg mL-1 inibiram a formação de biofilme para as cepas Pa6, Pa10, Pa13 e Pa ATCC 

27853. Os NCs 0,258 / 1 µg mL-1 inibiram a formação de biofilme nas cepas Pa5, Pa10 

e Pa13. Por fim, as Fe3O4 NPs 0,258 µg mL-1 inibiram a formação de biofilme das 

cepas Pa10 e Pa28 (Tabela 5). As cepas Pa5, Pa6, Pa10, Pa28 e Pa ATCC 27853 

inibidas são consideradas fortes produtoras de biofilme de acordo com dados 

visualizados na tabela 3. 

As AgNPs inibiram a formação de biofilme em 63,5%, 35,9%, 6,3% e 52,9% 

para as cepas Pa6, Pa10, Pa13 e Pa ATCC 27853, respectivamente. Os NCs inibiram 
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a formação de biofilme em 45,8%, 27,7% e 13% nas cepas Pa5, Pa10 e Pa13, 

respectivamente. Por fim, as Fe3O4 NPs inibiram a formação de biofilme em 46,9% e 

78% para as cepas Pa10 e Pa28, respectivamente. O nanocompósito se mostrou 

formador de biofilme para a Pa ATCC 9027, o biofilme aumentou 153,3% em relação 

ao controle. 

Um estudo prévio demonstrou que as AgNPs foram bactericidas contra P. 

aeruginosa multirresistentes de forma dose dependente possui a faixa de CMI 

variando entre 1,406 e 5,625 µg mL-1, o estudo mostrou que as AgNPs podem 

desempenhar papéis antimicrobianos na P. aeruginosa multirresistente de maneira 

dependente da concentração (LIAO et al., 2019). Por isso, foi utilizada a concentração 

de 1 µg mL-1 para o teste de inibição da formação de biofilme deste trabalho. 

Tabela 5 – Porcentagem de formação de biofilme de P. aeruginosa na presença das nanopartículas 

em relação ao controle de viabilidade. 

P. aeruginosa AgNP NCs Fe3O4 NP 

% p ≤ 0,05 % p ≤ 0,05 % p ≤ 0,05 

Pa3 16,2  48,6  35,2  

Pa5 38,2  45,8 0,024 148,0  

Pa6 63,5 0,022 55,1  28,4  

Pa10 35,9 0,001 27,7 0,000 46,9 0,003 

Pa11 17,6  25,4  19,0  

Pa13 6,3 0,009 13,0 0,018 31,8  

Pa20 28,9  196,7  77,8  

Pa22 13,9  30,7  28,9  

Pa23 12,8  69,1  71,3  

Pa28 66,6  91,6  78,0 0,029 

Pa29 64,4  57,0  83,6  

Pa ATCC 9027 171,5  153,3 0,001 127,6  

Pa ATCC 27853 52,9 0,013 234,1  2,9  

O tamanho das AgNPs é uma característica crucial na atividade antibiofilme 

contra P. aeruginosa multirresistentes, uma vez que partículas menores apresentam 

maior área de superfície de contato com o micro-organismo. Estudos mostram que a 

atividade antibiofilme ocorre por meio da ruptura da estrutura do biofilme e estresse 

oxidativo. É observado que o uso das AgNPs demonstram ser uma abordagem 

promissora para o desenvolvimento de novos sistemas antimicrobianos contra cepas 

de P. aeruginosa (CORIOLANO et al., 2021). 

O diâmetro das Fe3O4 NPs é importante para se obter efeito significativo na 

inibição da formação do biofilme bacteriano. A análise da micrografias TEM deste 
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trabalho identificou diâmetro de 11,80 ± 3 nm, contudo Sathyanarayanan et al. (2013) 

mostraram efeito significativo no crescimento do biofilme bacteriano na presença de 

Fe3O4 NPs de diâmetro menor que 10 nm e relataram que a concentração da 

dispersão também possui relação com a inibição no crescimento de biofilmes. 

Em concentrações baixas, as Fe3O4 NPs apresentaram aumento de 

crescimento do biofilme de P. aeruginosa em comparação ao controle. No entanto, 

concentrações mais altas (50 μg mL-1, 100 μg mL-1 e 150 μg mL-1) mostram redução 

significativa no crescimento de biofilmes na presença de Fe3O4 NPs em comparação 

a baixa concentração (10 μg mL-1) (SATHYANARAYANAN et al., 2013).  

Um estudo prévio demonstrou que as NPs de óxido de zinco (~20 nm) foram 

bactericidas contra P. aeruginosa multirresistentes de forma dose dependente na 

concentração de 350 μg mL-1, o teste avaliou 15 isolados clínicos e uma referência 

ATCC 9027 de P. aeruginosa. Os organismos tratados com NPs 350 μg mL-1 

resultaram em mais de 94% de inibição na redução da DO620 (SANGANI; 

MOGHADDAM; FORGHANIFARD, 2015). 

O NC teve o objetivo de melhorar a estabilidade e a atividade antimicrobiana 

das AgNPs (conhecida e muito estudada em testes antimicrobianos). Os resultados 

sugeriram que o NC melhorou a inibição da formação de biofilme para as Pa5, Pa10 

e Pa13 em relação às AgNPs isoladas. 

Nanocompósitos de quitosana (CS) / óxido de zinco (ZnO) com e sem 

gentamicina (utilizada como agente antibiofilme) foi sintetizado com objetivo de inibir 

a formação de biofilme de Pseudomonas aeruginosa (PAO1). Os NCs foram testados 

em concentrações de ¼ concentração mínima inibitória (CMI) contra os biofilmes de P. 

aeruginosa PAO1. Foi observado redução significativa em todos os componentes 

químicos (p < 0,05). A concentração CMI de 128 μg mL-1 do NC CS-ZnO teve um 

grande declínio de biofilme de 63% para P. aeruginosa PAO1, já o NC CS-ZnO com 

gentamicina de CMI de 0,5 μg mL-1 reduziu drasticamente a formação de biofilme de 

84% (HEMMATI et al., 2020). 

Nanocompósito de quitosana (CS) / polipirrol (PPy) foram testados na avaliação 

da formação de biofilme de P. aeruginosa. NCs CS-PPy são altamente estáveis e 

atuam como um potente antibiofilme para o tratamento da infecção por P. aeruginosa. 

Para verificar a CMI de CS-PPy NCs para a P. aeruginosa, a cultura de células 

crescidas foi tratada com diferentes concentrações desse composto variando de 16 a 
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4096 μg mL-1. Após 22 h de incubação, foi determinada DO a 600 nm e os resultados 

mostraram que a CMI de CS-PPy foi de 1024 μg mL-1 (KHAN et al., 2019). 

 De modo geral, as concentrações utilizadas nos trabalhos da literatura foram 

superiores às testadas neste trabalho. Contudo, este trabalho usou a faixa de CMI da 

AgNP dos autores Liao et al., 2019 para avaliar a inibição na formação do biofilme 

para as NPs. As concentrações das amostras foram ajustadas de forma a tornar os 

resultados comparáveis.  

Os resultados apresentaram boas perspectivas na avaliação da inibição da 

formação de biofilme e o NC indica melhor porcentagem de inibição na formação do 

biofilme em 8 cepas de P. aeruginosa (Pa3, Pa5, Pa11, Pa13, Pa22, Pa23, Pa28 e Pa 

ATCC 9027) em comparação com as AgNPs isoladas, mas apenas em três casos 

(Pa5, Pa13 e Pa ATCC 9027) os resultados apresentaram nível de significância. Além 

disso, a não toxicidade das NPs permite viabilizar uma futura pesquisa utilizando o 

NC como nanocarreador. 
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6 CONCLUSÕES 

 

● O NC foi sintetizado de acordo com as micrografias do MET e os resultados 

sugeriram um aumento no estado de agregação das partículas. As caracterizações 

mostraram potencial zeta de -15,1 nm, raio hidrodinâmico de 573,9 nm, ID de 0,806, 

diâmetro médio 15,51 ± 5 nm e morfologia esférica. Os resultados confirmaram a 

avaliação visual de alto estado de agregação. 

● A Fe3O4 NP foi sintetizada e funcionalizada de acordo com as micrografias de 

MET e os resultados sugeriram que as NPs se ligaram através dos íons citrato durante 

a funcionalização com ácido cítrico. As caracterizações mostraram potencial zeta de 

-37,7 mV, raio hidrodinâmico de 106,7 nm, ID de 0,159, diâmetro médio 11,80 ± 3 nm 

e morfologia esférica. Estes resultados sugerem alta estabilidade das NPs. 

● A AgNP foi sintetizada de acordo com as micrografias do MET. Os resultados 

apresentaram potencial zeta de -43,5 mV, raio hidrodinâmico de 63,27 nm, ID de 

0,491, diâmetro médio 15,87 ± 4 nm e morfologia esférica e hexagonal. Estes 

resultados sugerem alta estabilidade das NPs. 

● As NPs não apresentaram toxicidade com CL50 na concentração máxima 

testada de 20,5 µg mL-1 com Artemia salina. Nesse sentido, as NPs testadas podem 

ser seguras do ponto de vista da toxicidade, permitindo o emprego medicinal das NPs. 

● Entre as cepas de P. aeruginosa inibidas, Pa5, Pa6, Pa10, Pa13, Pa28 e Pa 

ATCC 27853, 5 delas são classificadas como fortes formadoras de biofilme e 1 

classificada como formadora moderada de biofilme. 

● As AgNPs inibiram a formação de biofilme para as cepas Pa6, Pa10, Pa13 e 

Pa ATCC 27853. Os NCs Fe3O4/Ag inibiram a formação de biofilme nas cepas Pa5, 

Pa10 e Pa13. Por fim, as Fe3O4 NPs inibiram a formação de biofilme das cepas Pa10 

e Pa28. 
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