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DETERMINACAO DA MINIMA CONCENTRACAO INIBITORIA (MIC)
DE DERIVADOS HIDROSSOLUVEIS DE QUITOSANA
CONTRAE. COLI

Leandro Prezotto da Silva'?, Mirna Helena Regali Seleghim?, Douglas de Britto', Odilio B.G:. Assis'

'Embrapa Instrumentagdo Agropecuaria, Sdo Carlos, SP. Odilio@cnpdia.embrapa.br
*Universidade Federal de Sdo Carlos — UFSCar

Projeto Componente: PC2

Plano de Acdo: 01.05.1.01.02.02

Resumo

O efeito antibacteriano do derivado trimetilado de quitosana (TMQ) foi avaliado contra a bactéria
Escherichia coli. O derivado foi preparado via reagdo com dimetilsulfato a partir de quitosana de
origem comercial. A minima concentragdo inibitoria (MIC) foi medida em meio agar através de
medidas de mudanga na turbidez e por contagem em placas (Colony Forming Units - CFU). Os
resultados indicam boa atividade antimicrobiana com MIC nos intervalos de 0,0075 gL' a
0.0035 gL', O objetivo ¢ o emprego desses compostos como revestimentos comestiveis ou na

produgdo de embalagens ativas.

Palavras-chave: derivados de quitosana, atividade antimicrobiana, MIC.

Introducio

Quitosana é um polissacarideo catiénico que
ocorre naturalmente ou pode ser obtido por reacédo
alcalina da quitina, um abundante subproduto da
inddstria pesqueira. Por suas caracteristicas atoxicas
e de facil formagdo de filmes, a quitosana tem sido
estudada em potenciais aplicagdes em alimentos,
agricultura e medicina (KUMAR, 2000).

Quando submetido a processo de metilagdo, a
quitosana ¢ transformada em um derivado
trimetilado (TMQ) caracterizado por ter cargas
positivas permanentemente em conseqiiéncia da
quaternizagdo dos grupos aminos na posi¢do C2 da
estrutura polimérica (CURTI e CAMPANA-FILHO,
2003). ATMQ pode ser sintetizada tanto pela adigdo
covalente de um substituinte contento um grupo
amoénio quaternario via quaternizagdo dos grupos
aminos ou como demonstrado recentemente pelo
uso de dimetilsulfato como agente metilante
(BRITTO ¢ ASSIS, 2007). ATMQ € soltiivel em uma
ampla faixa de pHs e sua atividade antimicrobiana
tem sido registrada como superior & quitosana

precursora (JIA etal., 2001), na qual o comprimento
da cadeia n-alkil revelou-se ser um importante
aspecto dessa atividade (QIN et al., 2004). A TMQ,
assim como a quitosana tem a habilidade de formar
filmes finos e ¢ um potencial material para uso em
alimentos, em particular para emprego em
revestimentos protetores pos-colheita e filmes para
embalagens. O objetivo do presente estudo ¢
determinar o MIC para a TMQ contra E. coli
sintetizada viareagdo com dimetilsulfato.

Materiais e métodos

Quitosana da Sigma Aldrich (média massa
molar) foi empregada como material inicial para a
obtengdo da TMQ. A reagdo de metilagdo foi
conduzida a 70°C com dimetilsulfato da Vetec. A
reagdo basica e proporgdo de reagentes estdo
descritas em Britto e Assis (2007). A atividade
antimicrobiana do derivado metilado foi examinada
contar a bactéria modelo Gram-negativa
Escherichia coli (ATCC 8739). Para tal,
inicialmente uma mistura de 7,5 ml de cultura de
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bactéria foi transferida para erlenmeiers (500 mL)
contendo 142,5 ml de meio sintético (E agar). A pre-
cultura de E. coli foi incubada a 37°C sob
anaerobiose e agitagdo moderada. O efeito inibitorio
foi determinado pela alteragdo de turbidez ¢ por
contagem de colonia (CFU). Medidas de
absorbancia foram realizadas a cada 30 min em
cOmprimento de onda de 600 nm (Novaspec II). Para
a contagem de colonia em meio solido fo1 empregada
o Drop Count Method.

Resultados e discussao

A Figura 1 apresenta o perfil de absorbéncia
para o meio de cultura com e sem TMQ. E possivel
observar indiretamente o correspondente nimero de
células crescidas ao longo do tempo indicando um
comportamento exponencial durante as primeiras 5
hrs uma taxa constante entre 6 e 7 hs (para o meio
sem derivado).

Nos meios com adigdo TMQ os
comportamentos sdo similares embora com a
redugdo da fase Log e um declinio nos valores de
absorbdncia com o tempo (fase de mortalidade
celular). A adicad de TMQ na concentragio de
0,0035 gL', apresenta pouco efeito inibitorio, com
comportamento proximo ao controle. Pelos ensaios
de turbidez a melhor inibigdo a crescimento da E.
coli se da em adi¢des de TMQ entre 0,02 € 0,0075 gL
', sendo essas ¢ concentragdes proximas a registradas
para oligossacarideos de quitosana contra E. coli
nos experimentos realizados por Jeon etal. (2001).

—o—no TMCh

—u—0.02 g/L TMCh added
—4—(0.0075 g/L TMCh added
0,404 —+—0.0035 g/L TMCh added
0,35
0,30
0,251
0,204
0,15
0,10
0,05

¢, 00—0/——/———m——
0

Abs (O.D. 600nm)

Time (hr)

Fig. 1. Perfil de crescimento da E. coli (medida de
turbidez em 600 nm/ 37° C)

Considerando que cada coldnia crescida em
meio nutriente solido resulta em uma tnica bactéria,
a medida paralela do crescimento por mL pode ser
diretamente relacionada com a absorbancia. Para os
materiais avaliados, (Fig. 2), a concentra¢do de TMQ
no intervalo de 0,02 a 0,0035 gL' resulta em um

relativo aumento da atividade antimicrobiana com
proporcional redugdo ndo apenas do numero total de
colonias macroscopicamente visiveis como também
da fasc estacionaria.

—o—no TMCh

—u—0.02 g/L TMCh added
80 —4—0.0075 g/L TMCh added
—+—(.0035 g/L. TMch added

CFU/mL
B
2

Time (hr)

Fig. 2. Perfil em fungdo do tempo de incubagdo da
analise da populagéo de E.coli em meio de cultura
na presenga de TMQ.

Com o objetivo de quantificar essa redugido
estabelecendo um fator numérico as curves de
absorbincia foram derivadas em fungdo do tempo
para a identificagdo de seus crescimentos méximos
para cada concentragdo de TMQ, ou seja:

(@) /%
dt control dt culture

O emprego desta relagdo indica que uma
redugdo em aproximadamente 50% sobre o
crescimento para concentragdes de TMQ de 0,02 g/L
¢ um pequeno efeito inibitdrio, de apenas 2%, para a
concentragio de 0,0075 g/L. Na cultura com 0,0035
g/L de TMQ um aumento no crescimento bacteriano
ao redor de 57% com relagdo ao meio controle é
observado, o que pode ser explicado como essa
adi¢do sendo convertida em nutriente, favorecendo
assim o crescimento da E. coli. De uma forma geral,
altas concentragdes de quitosana ndo apresentam
atividade antimicrobiana, por razdes diversas
conforme revisadas por Goy et al. (2009).

Conclusoes

Derivados trimetilados de quitosana TMQ
apresentaram ter importante acdo inibitéria contra
bactéria Gram-negativa conforme testes conduzidos
na bactéria E. coli. Os resultados indicam que a
aparente minima concentragdo inibitoria esta
proximaa 0,002 gL"'. de materiais ativos para uso em
embalagens ou revestimentos protetores pos-
colheita.
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