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AVALIACAO PRELIMINAR DA INTERACAO
BACTERIA/FILMES DERIVADOS DE QUITOSANA
POR MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

Rejane Celi Goy, Carlos Eduardo de Moraes Vieira, Rubens Bernardes Filho, Odilio B.G. Assis

Embrapa Instrumentagdo Agropecuaria Sao Carlos, SP; odilio@cnpdia.embrapa.br

Projeto Componente: PC3

Plano de Acdo: 01.05.1.01.03.03

Resumo

Filmes de quitosana e N,N,N-trimetilquitosana foram produzidos por “casting” sobre ldmina de
vidro na concentragdo de 2g/L e as superficies analisadas por microscopia de forga atomica. Sobre
os filmes foram depositadas bactérias gram-negativa (E. coli) na concentracdo aproximada de
2x10° organismos/mL ¢ imagens da interagdo bactéria/superficies foram obtidas para observar o

comportamento resultante.

Palavras-chave: quitosana, trimetilquitosana, E.coli, microscopia de forca atomica.

Introducio

Quitosana e seus derivados sdo materiais
conhecidos por sua capacidade de inibigdo de um
grande nimero de espécies de bactérias e fungos
com comprovada eficiéncia, mesmo em baixas
concentragdes (SHARIDI et al., 1999; SIMPSON et
al., 1997). Quitosanas comerciais, nio modificadas,
tém sido amplamente empregadas em produtos
agricolas como revestimento protetor com o objetivo
de impedir a expansdo de fungos, principalmente
aqueles que se desenvolvem na condigdo pos-
colheita (ASSIS, 2008). Sua maior aplicagdo se da na
forma de filmes ou coberturas, que além de sua agdo
antimicrobiana atua no controle das mudancas
fisiologicas e morfoldgicas reduzindo o tempo de
maturagdo e elevando a vida de prateleira (SHARIDI
et al., 1999; ASSIS e PESSOA, 2004; ASSIS et al.,
2008). Essas propriedades funcionais da quitosana
podem ser melhoradas quando combinados com
demais materiais ou agentes ativos (DUTTA et al.,
2009). Filmes de quitosana sdo normalmente obtidos
por “casting” a partir de diferentes solugdes acidas e

diversas caracterizacdes tém sido conduzidas,
principalmente quanto as suas propriedades
mecdnicas e reologicas (BéGIN e CALSTEREN,
1999; BRITTO et al, 2005). Com respeito a
atividade antimicrobiana, o material na forma de
filme, em fungdo da distribuigdo espacial das
cadeias, provavelmente possui impedimento
espacial que dificulta uma efetiva interagdo entre os
sitios ativos da quitosana e as membranas celulares
dos microorganismos, o que, em principio,
diminuiria a eficiéncia antimicrobiana. Essa
deficiéncia pode ser superada por um aumento na
concentragdo de cargas na cadeia polimérica,
clevando assim o numero de sitios aptos para a
intera¢do. Esse efeito pode ser conseguido com a
modificacdo da quitosana, por reagdes de
quaternizagdo, que incorporam cargas positivas
permanentes junto aos grupos aminos, como 0s
compostos de N,N,N-trimetilquitosana (TMQ).
Estudos recentes com sais quaternarios de
quitosana tém confirmado a superior atividade
desses derivados com relagdo a quitosana de partida
(SADEGHI et al., 2008). Em avaliag¢@o preliminar
também realizada pela Embrapa a superioridade da
atividade antimicrobiana da TMQ foi confirmada e
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em estudos com E. coli em meio aquoso
(CARVALHO et al., 2007). Neste trabalho
avaliamos por microscopia de forca atdmica (AFM)
as alteragdes e caracteristicas superficiais de filmes
de quitosana e de seus sais quaternizados apods
interagdo com culturas de bactérias E.coli.

Materiais e métodos

Os filmes e o derivado quaternizado foram
processados a partir de quitosana comercial da
Aldrich, de médio peso molecular. A quaternizagdo
foi conseguida por reagdo com dimetilsulfato,
segundo seqiiéncia apresentada anteriormente
(BRITTO e ASSIS, 2007). Os filmes avaliados
foram preparados por “casting” sob superficie de
vidro a partir de géis precursores na concentragdo de
2,0g/L. Para formulag@o com quitosana comercial o
solvente foi acido acético a 1% e para o derivado
quaternario foi empregada dgua deionizadaem pH 7.
Os filmes ficaram acondicionados em dessecador até
atotal evaporagdo do solvente.

A interagdo com meio de E.coli se deu pela
imersdo dos filmes em solu¢do com culturas, na
concentragio de 2x10" microorganismos/mL. Apos
secagem as superficies foram varridas em sistema
AFM (Veeco Dimension V). O objetivo ¢
investigatorio procurando comparar ou identificar
alteragdes nas topografias resultantes da interagdo
das bactérias com a quitosana comercial ¢ com o
composto quaternizado.

média e rugosidade (Tabela 1) mostrando que nesses
casos a medida topografica fica sendo governada
pelas bactérias adsorvidas.

Tabela 1. Valores de altura média (Z) e rugosidade
para os filmes de quitosana ¢ TMQ com ¢ sem
bactérias adsorvidas.

Filmes Z (nm) Rug(z::gade
Quitosana 13 1,92
TMQ 140 15,0
Quitosana + E. coli 780 103,0
TMQ + E. coli 750 119.,4

Resultados e discussdo

Pelas imagens e pela analise dos dados
gerados na Tabela 1, pode-se observar
primeiramente, a diferenca entre os filmes de
quitosana e de TMQ pelas variagdes na altura média
(Z) e na rugosidade. Quitosana, de um modo geral,
forma filmes muito finos e uniformes, ja a TMQ
apresenta uma topografia mais irregular com maior
rugosidade. Uma possivel causa para este aspecto € a
alta concentragdo de dgua no polimero, o que gera
uma taxa de cura do filme mais lenta e
desproporcional entre as diferentes espessuras,
formando topografia irregular na condigdo seca.
Associado a esta caracteristica salientar a presenga
de uma maior densidade de cargas superficiais
(grupos NH, protonados), que faz com que ocorra
uma “repulsdo” entre as cadeias que podem levar a
formagdo de filmes menos densos e de espessuras
irregulares, este aspecto ¢ depreendido pelas
medidas de rugosidade.

Quando temos a presenca de bactérias na
superficie observamos para ambos os materiais um
comportamento semelhante em relagdo a altura

(a)
-1.04 pm
(b) 1,18 pm
L 0,78 ym
(C) 0,01 ym
(d) | 0.49 pm
-0.26 pm

y: 10,0 pm
x 10.0 pm

Fig. 1. Imagens de AFM (a) quitosana; (b)
quitosana + E.coli; (¢c) TMQ; (d) TMQ + E.coli.
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Embora ndo seja passivel de contagem,
aparentemente ha uma maior concentragdo de
bactérias aderidas ao filme de quitosana do que as
encontradas na superficie de TMQ. Duas
observagbes cabem a este comportamento: i)
segundo dados da literatura (MORAIS et al., 2009), a
aderéncia de bactérias gram-negativas ¢ maior em
superficies mais hidrofobicas e neste caso a TMQ ¢
consideravelmente mais hidrofilica que a quitosana e
ii) segundo analises realizadas por Silva Jr e Teschke
(2005), baseadas em imagens por AFM de E.coli
imobilizadas sobre mica (um suporte altamente
hidrofilico), observou-se que apds a interagdo e
ruptura da membrana bacteriana, a capacidade de
aderéncia desses microorganismos sio
consideravelmente reduzidas, o que interfere em
uma amostragem visual. As analises realizadas até o
momento parecem confirmar esses resultados
indicando, em principio, uma maior atividade da
T™Q.

Conclusoes

Embora ainda ndo conclusivas, as imagens
geradas por AFM da interagdo filmes/bactérias
indicam uma maior aderéncia de microorganismos
sobre o filme de quitosana do que a observada para o
filme de TMQ. Diversos efeitos podem levar a esse
comportamento, sendo a hidrofilicidade e a
densidade de carga e, consequentemente a
capacidade de hidrolise, parimetros que devem ser
considerados.
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