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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DA
N,N,N-TRIMETILQUITOSANA E DA QUITOSANA COMERCIAL CONTRA
CEPAS GRAM-POSITIVAS E GRAM-NEGATIVAS
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Projeto Componente: PC3  Plano de Acdo: PA2

Resumo

O presente estudo tem como objetivo avaliar o potencial antibacteriano da N,N,N-trimetilquitosana (TMQ) e
da Quitosana Comercial (QC) sobre cepas padrdes gram-positivas e gram-negativas. Concentragdes
Inibitérias Minimas (CIM) e Concentra¢des Bactericidas Minimas (CBM) foram determinadas a partir do
método de microdilui¢do em caldo recomendado pela “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI),
de acordo com a norma M7-A6 (NCCLS, 2003). Os resultados demonstraram que ambas as substincias
apresentam atividade antibacteriana. Entretanto, a TMQ apresentou maior atividade antibacteriana para as
seguintes cepas: Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella enterica.

Palavras-chave: Atividade antibacteriana; N,N,N-trimetilquitosana; quitosana comercial

Introducio prateleira e preservar a qualidade de alimentos
A necessidade do prolongamento da vida de frescos.

prateleira de produtos alimenticios tem estimulado

a procura por sub.sténcias na.ltu.rais que, quando LB g e

combinadas aos alimentos, diminuam suas taxas 1 G\ \ o} T %N e\ 4[0*"] O/

de senescéncia e de atividade microbiana, o(" ! oL " & &

aumentando o periodo de conservagdo. Dentre os

produtos avaliados como conservantes naturais a quitina quitosana

quitosana, um biopolimero derivado da quitina, Fig 1. Estruturas da quitina e quitosana .

tem se mostrado eficaz na formagao de coberturas

comestiveis, com resultados satisfatorios tanto em Além disso, frequentes sdo os esforg¢os para o

atividade antimicrobiana como na manutengéo desenvolvimento, por modificagdes quimicas, de

estrutural de alimentos. Quitina e quitosana sdo derivados funcionais soliiveis em um maior

copolimeros constituidos por unidades N-acetil- intervalo de pH, principalmente, aqueles que

D-glicosamina e D-glicosamina em proporgdes permitam uma maior solubilidade em agua.

varidveis, sendo que o primeiro tipo dessas Derivados Hidrossoliiveis de Quitosana

unidades predomina na quitina, enquanto na A insolubilidade em 4gua, a viscosidade

quitosana ha a predomindncia de unidades D- elevada e a facilidade de coagulagio com

glicosamina. Estruturas bdsicas apresentadas na proteinas em pH elevado, sdo caracteristicas que

Fig. 1. tém dificultado a manipulagdo da quitosana e sua
Por ser um material de origem natural, a utilizagdo em experimentos laboratoriais. O

quitosana tem sido aplicada como filmes de aumento da solubilidade da quitosana pode ser

revestimento comestiveis para prolongar a vida de conseguido pela introducdo permanente de cargas

positivas em sua cadeia polimérica resultando em
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um polieletrolito catidnico independente do pH do
meio aquoso. Este processo pode ser conduzido
pela quaternizacdo dos atomos de nitrogénio
presentes nos grupos amino. Para efetuar esta
reagdo, ¢ realizado um processo extensivo de
metilagdo, representado pela Fig. 2 por Britto e
Assis (2007). Dessa forma obtém-se a N,N,N-
trimetilquitosana, um derivado de quitosana com
G.D de aproximadamente 52,5% e que, segundo
avaliacdes preliminares, apresenta alta
solubilidade, elevada capacidade de formagdo de
filmes e boa atividade antimicrobiana (BRITTO,;

ASSIS, 2007).
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Fig. 2. Representagdo esquematica da reagdo de

quaternizagdo dos grupos amino da quitosana gerando o
derivado hidrossoluvel N,N,N-trimetilquitosana.

Atividade Antimicrobiana da Quitosana

A atividade antimicrobiana da quitosana e seus
derivados frente aos diferentes grupos de
microrganismos, tais como as bactérias, recebeu
consideravel ateng@o nos ultimos anos. De acordo
com Rabea et al. (2003), a quitosana apresenta
atividade antibacteriana contra diversas cepas.
Silva et al. (2010) observaram a presenca de
atividade antibacteriana da N,N,N-
trimetilquitosana contra E. coli, com concentragdo
inibitéria minima de aproximadamente 0,075%.
Entretanto, as aplicagdes da quitosana sdo
multidimensionais e estudos tem mostrado que
este  polimero também  apresenta  a¢@do
antimicrobiana na forma de filmes (GOY et al.,
2009). Portanto, estudos que ampliem o
conhecimento a cerca das potencialidades dos
derivados de quitosana e seus mecanismos de
acdo antimicrobianos, sdo necessarios, tendo em
vista a demanda técnico-cientifica pela
identificacdo e desenvolvimento de agentes
inibidores do crescimento microbiano aplicados a
conservagdo de alimentos.

Materiais e métodos

Cepas e Caracterizagdo das Quitosanas
As seguintes cepas foram utilizadas nos
experimentos: Enterococcus faecalis (ATCC
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29212), Listeria monocytogenes (ATCC 7644),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Escherichia coli (ATCC 25922), Proteus vulgaris
(ATCC 6380) e Salmonella entérica (ATCC
13076). A N,N,N-trimetilquitosana ¢ um derivado
hidrossoluvel de quitosana trimetilada e apresenta
G.D de aproximadamente 52,5 %, segundo
caracteristicas apresentadas por Britto e Assis
(2007) e Britto e Assis (BRITTO; ASSIS, 2007).
A Quitosana Comercial foi adquirida de Sigma-
Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA) e apresenta
como caracteristicas, médio peso molecular e G.D
de aproximadamente 78%.

Concentragdo Inibitoria Minima (CIM)

A determinacio da CIM foi baseada no teste
de sensibilidade a agentes antimicrobianos,
recomendado pela “Clinical and Laboratory
Standards Institute” (CLSI), de acordo sua norma
M7-A6 (NCCLS, 2003). Placas de 96 pogos
foram preparadas e incubadas a 37°C durante 24
horas. Os indculos foram padronizados em
espectrofotometro com valores de absorbancia
entre 0.100 e 0.125, em comprimento de onda de
550nm. A TMQ foi diluida em dgua com
concentracdo de 2mg/mL. A QC foi diluida em
acido acético 0,1% com concentragdo idéntica a
TMQ. A leitura dos resultados foi realizada
através da identificacdo visual dos pogos com
crescimento bacteriano (presenga de pellets),
sendo a CIM, a menor concentragdio a nao
apresentar crescimento (auséncia de pellets).
Concentragdo Bactericida Minima (CBM)

A CBM foi determinada a partir do
plaqueamento  das  suspensdes bacterianas
presentes nos pocos em que a CIM foi

identificada. Foram retirados 100pL de cada pogo
referente a CIM, 2x CIM e CIM/2, plaqueados ¢
incubados durante 24 horas a 37°C. Apods a
incubag¢do, as placas foram avaliadas de acordo
com a presenca ou auséncia de crescimento
bacteriano. No caso da presenga de crescimento, a
respectiva suspensdo plaqueada representa uma
concentracdo bacteriostatica, enquanto que as
demais  concentracdes, na auséncia do
crescimento, foram consideradas como
concentragdes bactericidas. A CBM representa a
menor concentragdo da substdncia em solugdo
que, apds inoculacdo e plaqueamento, nao
apresente crescimento bacteriano.

Resultados e discussao

Os resultados demonstraram a presenca de
atividade antibacteriana da TMQ e da QC contra
todas as cepas analisadas. De acordo com a Tab.
1, a QC apresentou Concentragdes Inibitorias e
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Bactericidas Minimas inferiores a 1mg/mL para
todas as cepas, enquanto a TMQ apresentou
valores maiores que lmg/mL, de CIM ¢ CBM
para P.vulgaris, e de CBM para E. faecalis.

Apesar de a TMQ apresentar uma maior
amplitude de CIMs em relagdo a QC, ela se
mostrou mais eficiente contra a maioria das cepas
analisadas.

Tab 1. Concentragdes Inibitérias e Bactericidas Minimas por
microrganismo.

VII Workshop de Nanotecnologia Aplicada ao Agronegacio

/N Rede

&Nano

cepas gram-positivas quanto para cepas gram-
negativas.

Conclusoes

A N,N,N-trimetilquitosana e a Quitosana
Comercial sdo compostos que apresentam
atividade antibacteriana contra cepas gram-
positivas e  gram-negativas. A  atividade
antibacteriana da TMQ em relagdo a QC foi
superior para a maioria das cepas analisadas. No
entanto, ambas apresentaram CIMs e CBMs
inferiores a Img/mL, o que indica que tais
quitosanas sdo promissores agentes
antibacterianos.

Reacio CIM CBM

Microrganismo de (ug/mL) (pg/mL)
Gram TMQ QC TMQ QC
Enterococcus faecalis + 63 250 >1000 1000
Listeria monocytogenes + 250 125 250 125
Staphylococcus aureus + 63 250 63 250
Escherichia coli - 250 500 250 500
Proteus vulgaris - >1000 500 >1000 500
Salmonella enterica - 63 500 125 500

Agradecimentos

Foi observado que, com excegdo das cepas E.
faecalis e S. enterica, as CIMs foram equivalentes
as CBMs. A Fig. 3 representa uma comparagao
das CIMs entre TMQ e QC. Verificou-se que a
TMQ apresentou, em relagdio a QC, CIMs
menores para quatro das seis cepas analisadas,
sendo duas gram-positivas (E. faecalis e S.
aureus) e duas gram-negativas (E. coli e S.
enterica).
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Fig 3. Concentragdo Inibitéria Minima por microrganismo.

P. vulgaris foi considerada a cepa mais
resistente aos agentes antimicrobianos testados

Por outro lado, duas das cepas analisadas
foram mais sensiveis a TMQ e a QC, E. faecalis e
a S. aureus. Durante os testes foi notado que
solucdes de acido acético, o solvente utilizado
para a dissolucdo da QC, em concentragdes
maiores que 0,1%, inibem o crescimento das
cepas analisadas. Dessa forma, a dissolucdo da
QC foi realizada com AC. Acético a 0,1%.
Portanto, a TMQ e a QC s3o substincias com
relevante potencial antibacteriano tanto contra

Os autores agradecem ao CNPq, Finep, Capes
e ao Projeto MP1 Rede Agronano — Embrapa.
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