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AVALIACAO PRELIMINAR, POR ZONA DE INIBICAO, DA
ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DEQUITOSANAS
HIDROSSOLUVEIS

Rejane C. Goy', Sinara T.B. Morais'?; Douglas de Britto', Odilio B.G. Assis"
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Resumo

Estdo sendo avaliados experimentalmente os possiveis modelos de interagio quitosana- bactérias
por técnicas microbiologicas. Os ensaios estdo sendo conduzidos in vitro através do crescimento de
bactérias bacilares gram-negativa (E.coli) e gram-positiva (S. aureus) e suas interagdes com
derivados trimetilados de quitosana na forma de gel ¢ de filmes avaliados. O objetivo é o de
comparar as atividades antibacterianas dos diversos compostos nas bactérias modelos, definindo
condi¢des de processamento e grau de trimetilagdo para o processamento de filmes ativos para
emprego em embalagens e coberturas de alimentos. No momento encontra-se em avaliagio as
melhores condigdes para o emprego dessa metodologia.

Palavras-chave: Quitosana, derivados hidrossoliveis, atividade antimicrobiana,

embalagens.

Introducio

Os derivados hidrossoliveis de quitosana
podem ser obtidos pela introdugdo de cargas
positivas permanentes na cadeia polimérica, fazendo
com que a solubilidade desses materiais fique
independente do pH do solvente. Este aspecto os
diferencia da quitosana precursora, que € soluvel
somente em pH acido, abaixo de seu pKa. A presenga
de cargas permanentes na estrutura polimérica pode
ser conseguida através da quaternizagdo dos atomos
de hidrogénio nos grupos amino. Para esse objetivo,
uma extensiva metilagdo da quitosana é requerida e
pela metodologia desenvolvida pela Embrapa
(BRITTO e ASSIS, 2007a; BRITTO e ASSIS,
2007b), esta pode ser conduzida por reagio simples
em suspensdo com dimetilsulfato (DMS), NaOH e
NaCl, resultando em N,N,N-trimetilquitosana.

Estudos com sais quaternarios tém revelado
que a atividade antimicrobiana desses derivados é

sem duvida superior a atribuida a quitosana ndo
modificada (SADEGHI et al., 2008) inclusive
analises preliminares por nés realizadas tém
confirmado esta propriedade (CARVALHO, et al.,
2007).

Modelos de Interacdo Bacteriana

Trés modelos de interagdo tém sido propostos
na literatura, sendo o mais aceitavel a interagdo que
ocorre entre as cargas protonadas da quitosana
(positivas) com os sitios negativos das paredes
celulares das bactérias. Este modelo é mediado por
forgas eletrostaticas entre os grupos NH” e residuos
negativos, provavelmente competindo com os ions
Ca” na membrana microbiana (YOUNG, 1983).
Essa interagdo eletrostatica resultado em uma dupla
interferéncia: i) promove alteragdes na
permeabilidade da membrana resultando em
desequilibrios osmaticos que inibem o crescimento
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bacteriano (SHAHIDI et al., 1999) e ii) promove a
hidrolise dos compostos peptidoglicanos levando ao
vazamento de eletrélitos intracelulares
(DEVLIEGHERE, et al., 2004).

Neste mecanismo fica evidenciado que
quanto maior o nimero de aminas cationizadas
maior serd a atividade antimicrobiana. O segundo
mecanismo proposto ¢ a intera¢do da quitosana com
o DNA microbial, que leva a inibi¢ao da sintese do
mRNA. Esse mecanismo se da pela penetragdo da
quitosana no interior do microorganismo (SEBTI et
al., 2005). Raafat et al. (2008) apontam que embora
este seja um mecanismo possivel, sua probabilidade
de ocorréncia € pequena.

O terceiro mecanismo ¢ baseado na
capacidade de quelagdo de metais pela quitosana. As
moléculas do polimero se entrelagariam no entorno
das bactérias, gerando uma barreira fisica para a
penetragdo de nutrientes essenciais para o
crescimento microbiano. Evidentemente, embora
possivel este ndo ¢ um mecanismo determinante da
quitosana em sua atividade antimicrobiana. Esses
serdo os possiveis modelos passiveis de detecgdo
neste trabalho.

Materiais e métodos

Quaternizagdo da Quitosana e Preparagdo dos
Filmes

Quitosana comercial (Aldrich) foi submetida
a reacdo de quaternizagdio com dimetilsulfato
(VETEC). Partindo de 5g de quitosana purificada,
foram adicionados 100mL de dimetilsulfato e 12g de
NaOH (0,015 mol) em 250mL de agua deionizada e
NaCl (0,015 mol) sob agitagdo branda a 70°C por seis
horas. O material a seguir foi dialisado em
membranas de celofane, neutralizado e o produto
final foi obtido por liofilizagdo, segundo
procedimento previamente adotado (BRITTO e
ASSIS, 2007a).

Ensaios Microbioldgicos

As atividades antimicrobianas dos derivados
quaternizados deverdo foram inicialmente avaliadas
na forma de gel. Sequencialmente as analises foram
realizadas diretamente sobre os filmes. A cultura
usada para o crescimento bacteriano foi a LB (Luria
Bertani) em composigdes padrdes. As medidas de
atividade antimicrobiana tiveram por base duas
metodologias adotadas: i) as diferengas na medida
proporcional de bactérias diretamente inoculadas
sobre placas, ou sobre os filmes, pelo padrdo PFU
(plaque-forming unit), com contagem direta do
numero de colonias crescidas e i) a avaliagdo pelo
método de difusdo em agar, que se baseia na

determinacdo dos halos de inibi¢do do crescimento
(PELCZAR et al., 1980). Neste método um disco de
filme a ser analisado ¢ colocado na superficie de
meio de cultura contido numa placa de Petri e
previamente inoculado com o microrganismo.
Durante a incubagdo gerando o crescimento do
microrganismo teste, a agdo antimicrobiana do filme
atua sobre o meio de cultura. Um halo (zona
transparente) de inibigdo ¢ formado ha volta do
disco, onde ndo crescem coldnias do microrganismo.
A medida desse halo de inibi¢do € proporcional a
acdo antimicrobiana. Estio em avaliagdo material na
forma de gel (concentragdes variadas) e em filmes.
Resultados realizados com E.coli evidenciam a
eficiéncia do método.

Resultados e discussio

Através de medidas de UV-Vis foi monitorado
o crescimento das bactérias E. coli em funcdo do
tempo em meio liquido LB, gerando uma cinética de
crescimento conforme a Figura | (com aliquotas
retiradas de hora em hora e a absorbéncia medida
num comprimento de onda de 640nm), acusando um
crescimento do tipo exponencial.

Crescimento de E. coli
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Fig. 1. Curvas de crescimento de E coli em fungao
do tempo.

Para o célculo do numero de bactérias por mL
foi utilizada uma expressdo que considera o fator de
diluigdo o nimero de placas e o volume pipetado
para espalhamento na placa:

CFU = {(n" colonias x fator de dilui¢do)/n’ placas}x
{1/volume}

Na Figura 2 pode ser observado um exemplo
de uma regido de intensidade diferenciada em uma
placa de cultura na presenga de gel de quitosana
comercial (2g/L) em meio de culturade E.coli. Pode
ser observada uma regido de menor intensidade ao
redor do gel depositado, porém ainda ndo passivel de
medidas comparativas. Contudo nos ensaios
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realizados até o momento fica evidenciado o efeito
inibidor da quitosana o que esperamos seja mais
intenso com o uso da TMQ. Testes com bactéria
gram-positiva, como a gram-positiva (S. aureus)
tembém encontram-se em andamento.

Fig. 2. Meio de cultura inoculado com S. aureus e
indicio de efeito inibidor de quitosana a 2 g/L.
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