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Resumo: A membrana de quitosana é um composto biopolimérico que possui caracteristica de ser
atéxica e biocompativel com outras moléculas, fatores esses que atribuem ao biopolimero destaque na
industria biomédica. E bastante relatado na literatura que os sais de metais, como a Prata e o Cobre,
possuem em sua natureza caracteristicas antimicrobianas, onde pequenas quantidades do metal sdo
liberadas, causando assim inibi¢do no crescimento dos microrganismos. Diante disso, o trabalho possui
objetivo de encontrar a melhor estrutura de quitosana contra o crescimento bacteriano. Analisando
membranas de quitosana pura e quitosana incorporadas com metais diante das bactérias Escherichia
coli e Staphylacoccus aureus por meio do Teste de Disco-Difusdo, foi possivel avaliar a capacidade
inibitoria das estruturas. Os resultados observados mostraram que a membrana de quitosana com Nitrato
de Prata possui maior eficiéncia diante das outras membranas por ter formado um halo de inibicéo entre
10 mm a 13 mm, enquanto as outras ndo possuiram essa caracteristica.
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1. INTRODUCAO

Polimeros sdo materiais constituidos a partir de matéria orgénica ou sintética, e tem em sua
estrutura a repeticdo de parte da molécula por n vezes conferindo um tamanho que se destaca por possuir
resisténcia a corrosdo e baixa densidade. Esse composto ainda possui caracteristicas que podem ser
exploradas em diversas areas de atuacao pela sua flexibilidade [1].

A quitosana, (Figura 1), é um biopolimero obtido a partir da desacetilagéo da quitina, esse material
é encontrado nos exoesqueletos de animais marinhos, principalmente em caranguejo e camarao, diante
disso é o segundo polimero natural mais abundante encontrado na natureza [2]. A quitosana foi descoberta
guando a quitina foi colocada em contato com uma solugdo de hidroxido de potassio em ebulicdo, as
ligacOes N-acetil da quitina foram quebradas formando um grupo de amino livre D-glicosamina, sendo um
grupo de polimeros desacetilados, que para ser considerada quitosana necessita de um grau de desacetilagdo
maior que 50% [3]. A quitosana possui caracteristicas importantes para as suas aplicagdes, € um composto
organico, atéxico, biodegradavel e biocompativel. A quitosana apresenta diversas aplicagdes tais como:
purificacdo de &gua, processamento de alimentos, liberacdo controlada de farmacos, produtos
farmacéuticos, inibicdo de coldnias de bactérias [4]. Como a quitosana esta entre um dos materiais mais
economicamente relevantes por ser formada a partir do residuo da inddstria de pesca, 0 composto esta entre
um dos biopolimeros mais requeridos para a produgdo de membranas [5].
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Figura 1: Estrutura quimica da Quitosana [17]

Por possuir um grupo amino livre, a quitosana possui boa capacidade de interacdo com metais
pesados. Na literatura é possivel encontrar trabalhos onde utiliza-se o biopolimero para a remocéo de metais
em efluentes industriais, por ser um composto com boa capacidade de adsorcdo. A incorporacao de solucdes
de metais a uma membrana de quitosana estabelece uma ampla funcionalidade do material [6].

O Cobre é um elemento quimico essencial a vida, uma pessoa adulta possui em média 100 mg do
metal em seu organismo, quantidades superiores a esta pode ser toxica para a saude. E utilizado em varios
processos industriais e possui grande importancia bioldgica [8]. O componente possui propriedades
antimicrobianas funcionando como inibidor do crescimento do microrganismo, atua com eficiéncia na
desativacdo de fungos, bactérias, leveduras e virus. Suas propriedades antimicrobianas se deve a capacidade
do metal de aceitar e doar facilmente seus elétrons [4].

Durante séculos a Prata é utilizada como agente antimicrobiano, os ions de prata possuem atividade
bacteriostatica, sdo muito usadas devido a sua alta area superficial em relacdo ao volume e propriedades
fisico-quimicas peculiares [10]. Possui atividade antimicrobiana superior a outros metais como mercurio,
cobre, chumbo, cromo e estanho, este material pode ser encontrado incorporado em curativos para o
combate de infecgdes [7].

A obtencéo de membranas biopoliméricas em contato com diferentes metais, abre uma nova rota
para a aplicacdo da quitosana na preparacdo de novos materiais, o resultado do processo pode ter aplicacdes
bioquimicas satisfatorias [11]. E relatado na literatura que a incorporagao de membranas de quitosana com
metais de cobre e prata possuem comportamento antibacteriano, sendo a presenca do metal é fundamental
para a obtencéo dessa caracteristica [4].

Para a comprovacéo da sua eficiéncia contra o crescimento de bactérias, & necessario analisar quais
tipos de microrganismo a estrutura é capaz de suceder. Os enteropatdgenos, bactérias que provocam
doengas no sistema gastrointestinal, fazem parte de uma familia composta por trinta géneros e mais de cem
espécies de seres vivos, a bactéria Escherichia coli faz parte deste grupo. Esta bactéria é geneticamente
conhecida, capaz de apresentar uma diversidade patogénica expressiva, causando infecgdes intestinais e
extraintestinais [12]. A manifestacdo dessa bactéria no corpo é uma problematica social. A bactéria €
responsavel por uma alta taxa de mortalidade infantil em paises em desenvolvimento. Pode ser encontrada
como responsavel por doencgas agudas em homens e animais [13]. O patogénico Staphylococus aureus pode
ser encontrado no ambiente de circulagdo do ser humano, presente nas fossas nasais, garganta, intestino e
pele, sua colonizacdo traz riscos para pacientes que possuem diabetes e HIV-positivo, podendo ser
encontrado frequentemente em feridas cirtrgicas. O descaso com a dosagem de antibi6ticos pode fazer com
que a resisténcia dessa bactéria aumente, tornando dificil o combate contra as infec¢es causadas por este
microrganismo patogénico [14].

A proliferagdo da bactéria so acontece se ela estiver inserida em um ambiente adequado, para isso
0 seu crescimento deve ser obtido em meios de cultura, que sdo ambientes que fornecem nutrientes para o
crescimento e desenvolvimento dos microrganismos. Existem diversos tipos de meios, eles sdo complexos,
além de apresentarem finalidades e composi¢des diferentes. O meio de cultura para o crescimento de
bactérias depende de qual familia ela pertence. A partir do reconhecimento da bactéria é possivel realizar
0 método de disco-difusdo em agar para testar o crescimento da bactéria, esse teste baseia-se na presenca
ou auséncia de halo de inibicdo, é um teste qualitativo que avalia a atividade antimicrobiana por meio da
formacdo de uma superficie transparente ao redor do disco inserido, indica que o microrganismo
introduzido ndo possui atividade microbiana diante da estrutura exposta, o procedimento mais adequado é
realizando um Teste de Sensibilidade Antimicrobiana (TSA). O seu principio bésico é a difusdo do
antimicrobiano na superficie do agar, a partir de um disco impregnado com o mesmo antimicrobiano.
Geralmente, para este procedimento € indicado o usado do agar Mueller Hinton, por ser recomendado pela
OMS (Organizacdo Mundial da Saude) pelo seu alto padrdo de determinagdo de bactéria. Este meio de




cultura é conhecido para a aplicagao dos discos de antibidticos e também para antibiograma, exame feito
para a verificagdo da sensibilidade bacteriana em diferentes antibidticos [15,16].

Diante disso, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a aplicacdo de membranas de quitosana
modificadas com sais de cobre e prata na inibicéo do crescimento microbioldgico das bactérias Escherichia
coli e Staphylococus aureus.

2. METODOLOGIA
2.1. Materiais
2.1.1. Reagentes

Foi utilizada a quitosana (massa molar viscosimétrica média de 2,38 x 10° g/mol), produzida pela
Polymar Ltda, com grau médio de desacetilagdo 97,3%, determinado por titulagdo condutimétrica seguindo
a metodologia caracterizada por [17]. Também foram utilizados: Hidréxido de Sédio (P.A, 99%, VETEC
Brasil), Acido Acético (P.A, 99,7%, VETEC Brasil), Nitrato de Prata (P.A, CRQ Produtos Quimicos
Eireli), Sulfato de Cobre Il (P.A — ACS, 98%, Dinamica Quimica Contemporanea LTDA), Agar
MacConkey, Agar Mueller Hinton, Agar Sangue.

2.1.2 Equipamentos

Swab estéril para coleta de amostras, Alca descartavel e estéril (10 pL), Estufa de cultura
bacterioldgica ( ECB — Linea) e Capela de fluxo laminar (TROX Technik).

2.2. Métodos
2.2.1 Teor de Sélidos

A determinacéo do teor de solidos da substancia indica a quantidade de agua presente na matéria-
prima, o procedimento é realizado pesando uma quantidade da amostra e levando em seguida para a estufa a
120-125 °C, o processo de pesagem é feito repetidas vezes até a obtencdo de uma massa constante. O valor é
calculado pela Equacéo (1).

Ts (%) = %x 100 1)

Onde Ts (%) é o valor do Teor de Solidos em porcentagem, mc a massa constante obtida e mo a
massa inicial.

2.2.2 Espessura das membranas

As espessuras das membranas foram medidas utilizando um micrémetro externo (Mitutoyo, 0-
25nm), foi medido algumas partes da membrana até a obtencdo de pontos para o célculo médio da sua
espessura de 0,0405 mm.

2.2.3 Membranas de quitosana

As membranas de quitosana foram preparadas a partir de uma solugéo de quitosana 2% (m/v) em
uma solucéo de &cido acético 2% (m/v). Esta solugdo foi colocada sob agitacdo magnética durante 24h
(Figura 2), até a sua completa solubilizacdo. Em seguida, o produto gerado foi filtrado. A filtracdo foi
realizada com filtros de papel quantitativo com auxilio de uma bomba a vacuo. Um volume de 120 mL
desta solucéo foi distribuido em placas de acrilico (30 x 15 ¢cm). Posteriormente, as placas com a solucao
de quitosana foram levadas para secar em estufa bacterioldgica (LUCADEMA — 81) a 50 °C durante 48h
(Figura 3). Apds a evaporagdo do solvente foi colocado sobre a superficie das placas uma solug¢do de NaOH
2% (m/v) durante 2 h para a neutralizacdo da membrana. Em seguida as membranas foram lavadas com
agua destilada até completa remogé&o do hidroxido de sédio. Posteriormente, as membranas foram colocadas
em repouso por um periodo de 24 horas a temperatura ambiente. Finalmente, as membranas secas obtidas
foram cortadas em quadrados e depois cortadas em discos com didmetro de 6 mm.




Figura 3: Membrana de Quitosana. (Autoria propria)

2.2.4 Membranas de quitosana com metais

Para impregnacéo dos metais sobre as membranas de quitosana preparou-se duas solugdes dos sais
dos metais de prata e cobre (AgNO3; e CuSO4.5H,0) na concentracdo de 1 g/L Esta solucéo foi colocada
em contato com as membranas por um periodo de 24h (Figura 4). Em seguida, as membranas foram secas
a temperatura ambiente por um periodo de 24 h. Por fim, as membranas foram cortadas em discos de
didmetro de 6 mm para realizacdo dos testes com 0s microrganismos.

Figura 4: Membranas de Quitosana com metais: AgNO3 e CuSQy., respectivamente (Autoria propria)
2.2.5 Identificacéo da Escherichia coli

A Escherichia coli é uma bactéria enteropatogénica. O procedimento para a obtencao das colnias
foi realizado a partir de provas biogquimicas, diante de uma amostra de urina humana, com o auxilio de uma
Alca Descartavel 10 pL (Figura 5). A amostra é coletada e diluida com 1 mL de soro fisioldgico e agitada
até a completa solubilizacdo, utilizando a mesma alca. A amostra solubilizada é transferida para o meio de
cultura Agar Sangue, com um Swab Estéril, (Figura 6), este meio, possui caracteristicas de crescimento de
bactérias gram-negativas e gram-positivas. A bactéria é deixada na Estufa Bacteriol6gica a 36 °C durante
24 h até a proliferacdo da mesma, depois desse procedimento, para a obtencéo da bactéria desejada é preciso
realizar mais testes de provas. O segundo teste é coletar com uma Alga Descartavel 10 pL a parte do




microrganismo que cresceu no meio de cultura anterior, solubilizar com 1mL de soro fisiolégico com a
mesma alga e transferir para 0 meio de cultura Agar MacConkey, este meio possui caracteristica de
crescimento de gram-negativas. O terceiro teste de prova é o Teste de Oxidagao e Fermentagdo (O/F), este
procedimento é baseado na deteccdo de acidos quando um microrganismo fermenta glicose, a bactéria
analisada é colocada em um tubo de ensaio preenchido com col6nias de lactose e oxidase, e se fermentar o
acucar glicose, atende a todos os pré-requisitos caracteristicos e confirma a identificagdo da bactéria
Escherichia coli.

-

Figura 5: Alca descartavel (Autoria propria) Figura 6: Swab Estéril (Autoria prépria)
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2.2.6 ldentificacéo da Staphylacoccus aureus

O procedimento da identificagéo desta bactéria é semelhante ao analisado anteriormente, deve ser
feito a partir de um 4gar sangue, um meio de cultura onde desenvolve bactérias de gram-positivo e gram-
negativos, a Staphylacoccus aureus € um patogénico pertencente ao grupo das gram-positivas, diante disso,
a sua identificacdo é realizada mediante a 3 provas testes. A primeira prova é o crescimento no meio agar
sangue conforme a Figura 7. A segunda prova é por meio do processo de catalase, coletando a bactéria
identificada, a colénia é colocada sobre uma lamina de vidro e € adicionado uma gota de H-0>, a formagéao
de bolhas é um dos indicadores do microrganismo. O terceiro teste é a coagulase, a bactéria é colocada para
reagir com um fator plasmatico, caso a reacdo forme complexos coagulantes, confirma que a bactéria
analisada ¢ a Staphylacoccus aureus.

Figura 7: Staphylacoccus aureus no meio de cultura Agar sangue (Autoria propria)
2.2.7 Testes de Disco-Difuséo

Ap0s a identificacdo das bactérias, é prearciso realizar um Antibiograma, ou seja, um Teste de
Sensibilidade Antimicrobiana (TSA). Esse procedimento € um teste qualitativo que orienta a escolha de um
antibictico eficiente na prevencdo da bactéria analisada. O processo ¢ feito utilizando o Agar Mueller
Hinton, este meio de cultura é o ideal para esta técnica, que se baseia na inoculacdo de discos
antimicrobianos em sua superficie até a formagdo de halos de inibicéo.

O mecanismo foi realizado a partir das bactérias identificadas anteriormente, a bactéria analisada
foi retirada com uma Alga Descartavel 10 pL (Figura 8), diluida com 1 mL de soro fisiologico, e agitada
até sua completa solubilizagdo com aparecimento de uma turbidez. Com um Swab Estéril é solubilizada e
transferida para o Agar Mueller Hinton (Figura 9), em seguida, os discos de antibiticos foram adicionados
para comparagao (Ciprofloxacin,Cefepime, Ampicilina, para analise da Escherichia coli) e (Vancomicina,
Tetraciclina, Rifampicina, para analise da Staphylococcus aureus). Para verificar a capacidade
antimicrobiana das membranas de quitosana com sulfato de cobre e nitrato de prata, as mesmas foram




adicionadas aos meios de cultura com as bactérias. O objetivo foi verificar a formagdo ou nédo de halos de
inibicdo, como se espera com os discos de antibidticos. Sendo assim, todos os discos de quitosana
(quitosana pura e quitosana modificada) e de antibioticos foram depositados no meio de cultura e deixados
durante 24 h a 36 °C na Estufa de Cultura Bacterioldgica. Vale ressaltar que como material biopolimérico
possui caracteristica de ser hidrofilico, para a insercdo dos discos de quitosana no meio de cultura foi
necessario inserir um plastico rigido e liso sobre a sua camada, mantendo assim a regularidade de toda a
membrana. Essa etapa fez-se necessario, pois 0s meios de cultura possuem umidade para aderéncia dos
discos, 0 que torna as membranas inflexiveis.

Figura 8: Coleta da E. coli (Autoria prdpria) Figura 9: Inser¢do no meio de cultura (Autoria propria)

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 Teor dos Sélidos

Através dos dados da massa inicial e da massa final foi possivel calcular o teor de s6lidos aplicando
os valores na Equacdo (1). Dessa forma, o valor de teor de sélidos obtido foi de 86,3%, esse valor determina
o valor real da massa de quitosana a ser utilizada no preparo das membranas.

3.2. Membranas de Quitosana com metais

A presenca dos grupos amino na quitosana favorecem a entrada dos ions metélicos, assim a
estrutura do biopolimero, por ser flexivel, se adequa a complexacao dos metais sofrendo uma quelagdo [11].
Os elétrons livres sobre o grupo nitrogénio e oxigénio, fazem com que a quitosana atue como base de Lewis
e 0s metais atuem como 4cido de Lewis, em virtude dessa caracteristica o biopolimero pode se ligar aos
anions metalicos por troca idnica [18]. A Figura 10 demonstra como acontece essa interacao, a ligagéo do
metal com o biopolimero faz com que a substancia apresente maior aplicabilidade na sua func&o.
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Figura 10: Interacdo do metal Cobre com a Quitosana [18]

3.3 Avaliacao da capacidade inibitéria das membranas de quitosana




Para a avaliagdo da capacidade inibitoria da estrutura, foi realizado o teste de disco-difusdo como
descrito no topico 2.2.7. Nesse procedimento é possivel verificar a formagdo ou auséncia do halo de
inibicdo. A membrana de quitosana pura e com sulfato de cobre, ndo obtiveram éxito nesse teste, ndo
formaram halo de inibigdo, indicando que a estrutura ndo possui nenhuma capacidade inibitéria contra as
bactérias avaliadas neste estudo. A membrana de quitosana com nitrato de prata obteve formagéo de halo
de inibicdo, formou-se 10 mm de halo no meio inserido com Staphylococcus aureus (Figura 11) e 13 mm
de halo no meio inserido com Escherichia coli (Figura 12). E possivel observar diante do Teste de Disco-
Difusdo com os discos de antibidticos comparativos que a estrutura feita ndo atinge nivel semelhante
significativo do halo de inibigéo formado, isso se deve pelo fato de que os discos de antibi6ticos ja passaram
por inimeros testes durante anos e atendem todas as normas da legislagdo CLSI M100-S15 (2005) obtendo
eficiéncia da sua atuacdo contra bactérias.

Na literatura é possivel encontrar trabalhos onde demonstram que quitosana imersas com metais
possui uma boa capacidade bacteriostatica. Pereira (2017) verificou a formacdo de um halo de inibicdo em
membranas de quitosana com nanoparticulas de prata diante da E.Coli de 16 mm. De Sousa (2018) diante
da mesma estrutura, com 0,025% de concentragdo das nanoparticulas de prata, obteve 2 mm de halo de
inibicdo, indicando que o procedimento foi eficiente tendo aplicabilidade na éarea de curativo para
regeneracéo tecidual. De Paiva (2009), com multicamadas de quitosana e alginato imersas em cobre, relata
que o metal é fundamental para a capacidade antibacteriana do sistema, obtendo aplicabilidade em
tratamento de feridas e tratamento de 4gua. Sendo assim, os resultados obtidos demostram que a membrana
de quitosana com nitrato de prata apresenta boa capacidade de inibi¢do para ambas as bactérias testadas.

Figura 12: TSA da E.Coli com 13mm de halo de inibi¢do de Quitosana + AgNOs. (Autoria propria)




4. CONCLUSOES

A insercdo do nitrato de prata foi fundamental para que as membranas de quitosana obtivessem
caracteristica inibitdria contra a bactéria, embora seja encontrado na literatura que a quitosana pura possui
particularidade antibacteriana, ndo foi possivel visualizar para as bactérias avaliadas neste trabalho. Foi
previsto que as membranas com sulfato de cobre também possuissem eficiéncia no teste realizado, visto
que na literatura encontra-se dados da sua capacidade de inibicdo, a explicacdo para a decorréncia desse
fato pode ter sido a baixa concentracdo da solucdo do metal ou alguma contaminacdo involuntéria diante
do teste.

O respectivo trabalho propSe um indicativo para que novas analises e experimentos sejam
realizados. Acredita-se que com a continuidade do projeto resultados mais promissores possam ser obtidos.
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