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Introducio

Polimeros sdo materiais formados por cadeias moleculares repetitivas, que podem ser
organicas ou sintéticas. Essas cadeias conferem aos polimeros caracteristicas como resisténcia
a corrosdo e baixa densidade, além de uma flexibilidade que permite sua aplicagdo em diversas
areas (Anastacio, 2015). A quitosana ¢ um biopolimero derivado da desacetilacao da quitina,
encontrada em exoesqueletos de crustdceos, como camardes e caranguejos, sendo o segundo
polimero natural mais abundante no mundo (R. Spin Neto et al., 2008). A produgao de quitosana
ocorre quando a quitina ¢ submetida a uma solug¢ao de hidroxido de potassio, quebrando as
ligacdes N-acetil e gerando D-glicosamina, que precisa ter um grau de desacetilagdo superior a
50% para ser considerada quitosana (Queiroz Junior, 2017).
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Figura 1: Estrutura quimica da Quitosana (Santos, 2009).

A quitosana possui varias propriedades que a tornam ideal para diferentes aplicagdes: €
atoxica, biodegradavel e biocompativel. Esse biopolimero tem usos em areas como purificagdo
de agua, processamento de alimentos, liberagdo controlada de medicamentos e inibicao de
colonias bacterianas (Paiva, 2009). Além disso, é economicamente relevante, pois é derivada
de residuos da industria pesqueira, sendo amplamente utilizada na fabricagdo de membranas
(Dallan, 2005). Por apresentar grupos amino livres, a quitosana interage bem com metais
pesados, sendo eficaz na remocdo de metais de efluentes industriais, devido a sua alta
capacidade de adsor¢do. A incorporagdo de metais como cobre e prata as membranas de
quitosana amplia sua funcionalidade, especialmente para fins antimicrobianos (R. A. Taring et
al., 2014).
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O cobre ¢ essencial para a vida humana, com uma média de 100 mg presente no
organismo adulto, mas quantidades superiores podem ser toxicas. Ele ¢ utilizado em diversos
processos industriais e possui grande importancia biologica (Coelho, 2006). Suas propriedades
antimicrobianas se devem a sua capacidade de alternar estados de oxidagdo, facilitando a
doagdo e aceitacao de elétrons, o que interfere no crescimento de microrganismos, incluindo
fungos, bactérias e virus (Paiva, 2009). A prata, por sua vez, tem sido usada como agente
antimicrobiano por séculos. Seus ions possuem atividade bacteriostatica e sdo amplamente
empregados devido a alta area superficial e as propriedades fisico-quimicas que conferem maior
eficacia na inibi¢do de microrganismos (Pereira, 2017). Sua agdo antimicrobiana ¢ superior a
de metais como cobre, merctrio e chumbo, sendo frequentemente utilizada em curativos para
prevenir infecgoes (Cardoso et al.,, 2011). A incorporagdo de metais em membranas
biopoliméricas, como a quitosana, abre novas possibilidades para a criacdo de materiais com
propriedades antibacterianas. Estudos mostram que a presenca de ions de cobre e prata nas
membranas ¢ essencial para garantir a atividade antimicrobiana (Paiva, 2009; Goldol, 2013).

Para avaliar a eficacia dessas membranas contra o crescimento bacteriano, ¢ importante
identificar os microrganismos que elas conseguem inibir. Um exemplo ¢ a Escherichia coli,
bactéria patogénica que causa infec¢des intestinais e extraintestinais, sendo um problema grave
em paises em desenvolvimento, onde contribui para altas taxas de mortalidade infantil (Silva,
2005). Essa bactéria pode provocar doengas agudas em humanos e animais (Guth, 2000). Outro
microrganismo importante ¢ o Staphylococcus aureus, encontrado no corpo humano,
particularmente em areas como o nariz, garganta e pele. Ele representa um risco consideravel
para pessoas com doengas como diabetes ou HIV, podendo causar infec¢des graves em feridas
cirirgicas. A resisténcia desse patdogeno a antibidticos ¢ um desafio crescente, especialmente
em casos de tratamento inadequado (Santos, 2007).

O crescimento bacteriano s6 ocorre em ambientes adequados, fornecidos pelos meios
de cultura, que proporcionam os nutrientes necessarios. Os meios de cultura sdo especificos
para diferentes tipos de bactérias e sdo essenciais para o método de disco-difusdao, um teste
qualitativo utilizado para avaliar a atividade antimicrobiana de substancias. Nesse teste, discos
impregnados com agentes antimicrobianos sdo colocados sobre o meio de cultura, e a presenca
de halos de inibicdo ao redor dos discos indica a eficacia do agente testado (ANVISA,
Interpretagdo de dados microbioldgicos). O Teste de Sensibilidade Antimicrobiana (TSA) é
amplamente utilizado para determinar a eficicia de antimicrobianos. Nesse método, utiliza-se
o agar Mueller Hinton, recomendado pela Organiza¢do Mundial da Satde (OMS) por sua alta
precisdo na determinacdo de suscetibilidade bacteriana (ANVISA. Padronizacdo dos Testes de
Sensibilidade a Antimicrobianos por Disco-Difusao). O teste ¢ fundamental para determinar a
sensibilidade de bactérias a diferentes antibidticos e para orientar o tratamento de infecgoes.

O objetivo deste trabalho ¢ avaliar a eficacia de membranas de quitosana modificadas
com sais de cobre e prata na inibigdo do crescimento de Escherichia coli e Staphylococcus
aureus. A aplicacdo dessas membranas em sistemas antimicrobianos pode contribuir para o
desenvolvimento de novos materiais com propriedades bactericidas, uteis em areas como a
medicina e a purificagdo de agua.
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Material e Métodos

Reagentes e equipamentos

Foi utilizada a quitosana (massa molar viscosimétrica média de 2,38 x 10° g/mol),
produzida pela Polymar Ltda, com grau médio de desacetilagdo de 97,3%, determinado por
titulagdo condutimétrica seguindo a metodologia descrita por (Santos, 2009). Outros reagentes
incluiram: Hidréxido de Sodio (99%, VETEC Brasil), Acido Acético (99,7%, VETEC Brasil),
Nitrato de Prata (CRQ Produtos Quimicos), Sulfato de Cobre II (98%, Dindmica Quimica),
Agar MacConkey, Agar Mueller Hinton e Agar Sangue. Os equipamentos utilizados incluiram
Swab estéril para coleta de amostras, Alca descartavel estéril de 10 pL, Estufa de cultura
bacteriologica (ECB — Linea) e Capela de fluxo laminar (TROX Technik).

Teor de Solidos

A quantidade de agua presente na quitosana foi determinada pelo teor de sodlidos.
Amostras foram pesadas e levadas a estufa a 120-125 °C, até se obter uma massa constante. O
teor de solidos foi calculado pela equagdo (1):

Ts (%) = % x 100 Equagdo (1)
Onde Ts (%) ¢ o teor de s6lidos, mc é a massa constante e mo a massa inicial.

Espessura das membranas

As espessuras das membranas foram medidas com um micrometro externo (Mitutoyo,
0-25 nm), obtendo-se uma espessura média de 0,0405 mm.

Preparaciio das Membranas de Quitosana

As membranas de quitosana foram preparadas dissolvendo-se quitosana 2% (m/v) em
acido acético 2% (m/v), sob agitacdo magnética por 24h. Apds completa solubilizagdo, a
solugdo foi filtrada e 120 mL foram distribuidos em placas acrilicas (30 x 15 cm), sendo secas
em estufa a 50 °C por 48h (Figura 2). A neutralizagdo foi feita com NaOH 2% (m/v) por 2h,
seguida de lavagens com agua destilada. As membranas foram cortadas em quadrados e depois
em discos de 6 mm de didmetro.

Figura 2: Membrana de Quitosana. (Autoria propria).
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Membranas com Metais

Membranas foram impregnadas com metais ao serem imersas em solugdes de Nitrato
de Prata e Sulfato de Cobre (1 g/L) por 24h (Figura 3). Apds secagem a temperatura ambiente,
as membranas foram cortadas em discos de 6 mm.

Figura 3: Membranas de Quitosana com metais: AgQNOs e CuSQOg4, respectivamente (Autoria
propria).

Identificagcdo de Escherichia coli e Staphylococcus aureus

Para isolar Escherichia coli, amostras de urina humana foram coletadas com uma Alca
Descartavel (10 pL), diluidas em 1 mL de soro fisiologico e transferidas para Agar Sangue com
um Swab Estéril. Apoés incubacdo a 36 °C por 24h, as bactérias foram submetidas a testes
adicionais, incluindo cultivo em Agar MacConkey e Teste de Oxidacio e Fermentagio (O/F).

Para identificar Staphylococcus aureus, as coldnias foram cultivadas em Agar Sangue
(Figura 4). O teste de catalase foi realizado adicionando H>O: a colonia, verificando a formagao
de bolhas. O teste de coagulase confirmou a identidade da bactéria.

Figura 4: Staphylacoccus aureus no meio de cultura Agar sangue (Autoria propria).
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Teste de Disco-Difusio

Ap6s a identificagdo das bactérias, realiza-se 0 Antibiograma, ou Teste de Sensibilidade
Antimicrobiana (TSA), para escolher o antibidtico mais eficaz. O teste usa o Agar Mueller
Hinton, onde sdo colocados discos antimicrobianos que formam halos de inibigdo.

A bactéria foi retirada com uma Alga Descartdvel de 10 pL (Figura 8), diluida em soro
fisiologico, e transferida para o Agar Mueller Hinton com um Swab Estéril (Figura 9). Discos
de antibioticos, como Ciprofloxacin, Cefepime e Ampicilina para Escherichia coli, e
Vancomicina, Tetraciclina e Rifampicina para Staphylococcus aureus, foram adicionados.
Membranas de quitosana também foram testadas para verificar a formagao de halos de inibigao.
Todos os discos foram incubados a 36°C por 24 horas, com a quitosana necessitando de um
plastico rigido para manter sua regularidade no meio de cultura devido a umidade.

Resultados e Discussao

Teor de Sélidos

Com base nas massas inicial e final das amostras, foi possivel calcular o teor de sélidos
aplicando os valores na Equacdo (1). O valor obtido foi de 86,3%, o que determina a quantidade
real de quitosana presente e utilizada no preparo das membranas. Esse valor é importante para
assegurar a consisténcia no processo de fabricacdo das membranas, ja que a quantidade de agua
residual pode influenciar na estrutura final e nas propriedades mecanicas do biopolimero.

Membranas de Quitosana com Metais

A quitosana contém grupos amino que facilitam a incorporagio de ions metalicos, como
cobre e prata. Esses grupos atuam como bases de Lewis, enquanto os metais funcionam como
acidos de Lewis, possibilitando a quelagdo dos metais com a quitosana (Silva, 2005). Esse
processo ocorre porque os elétrons livres no nitrogénio e oxigénio do biopolimero permitem
que ele interaja com anions metalicos por troca ionica (Oliveira, 2011). A Figura 10 demonstra
como acontece essa interagao, a ligagao do metal com o biopolimero faz com que a substancia
apresente maior aplicabilidade na sua fungao.
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Figura 5: Interacdo do metal Cobre com a Quitosana (Oliveira, 2011).



~n 63° Congresso Brasileiro de Quimica
x v BQ 05 a 08 de novembro de 2024
- Salvador - BA

A complexagdo dos metais com o biopolimero ¢ um fator pode aumentar sua
aplicabilidade, especialmente em sistemas antimicrobianos. Embora o cobre tenha propriedades
antimicrobianas reconhecidas, foi observada uma diferenga significativa no desempenho
quando comparado a prata. Isso pode ser explicado pela forma como esses metais interagem
com as bactérias e pela sua capacidade de liberar ions que afetam diretamente as fungdes
celulares dos microrganismos.

Avaliacido da Capacidade Inibitoria das Membranas de Quitosana

Para a avaliacdo da capacidade inibitoria da estrutura, foi realizado o teste de disco-
difusdo como descrito no topico 2.2.7. Nesse procedimento € possivel verificar a formagao ou
auséncia do halo de inibigdo. A membrana de quitosana pura ¢ com sulfato de cobre, ndo
obtiveram €xito nesse teste, ndo formaram halo de inibi¢ao, indicando que a estrutura nao possui
nenhuma capacidade inibitdria contra as bactérias avaliadas neste estudo. A membrana de
quitosana com nitrato de prata obteve formagao de halo de inibi¢ao, formou-se 10 mm de halo
no meio inserido com Staphylococcus aureus (Figura 6) e 13 mm de halo no meio inserido com
Escherichia coli (Figura 7). 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 inibi¢do formado, isso se deve pelo fato de que os discos de antibidticos ja passaram
por inimeros testes durante anos e atendem todas as normas da legislagao CLSI M100-S15
(2005) obtendo eficiéncia da sua atuagdo contra bactérias.

Na literatura ¢ possivel encontrar trabalhos onde demonstram que quitosana imersas
com metais possui uma boa capacidade bacteriostatica. Pereira (2017) verificou a formagao de
um halo de inibi¢ao em membranas de quitosana com nanoparticulas de prata diante da E.Coli
de 16 mm. Sousa (2018) diante da mesma estrutura, com 0,025% de concentra¢do das
nanoparticulas de prata, obteve 2 mm de halo de inibi¢do, indicando que o procedimento foi
eficiente tendo aplicabilidade na area de curativo para regeneragao tecidual. Paiva (2009), com
multicamadas de quitosana e alginato imersas em cobre, relata que o metal ¢ fundamental para
a capacidade antibacteriana do sistema, obtendo aplicabilidade em tratamento de feridas e
tratamento de agua. Sendo assim, os resultados obtidos demostram que a membrana de
quitosana com nitrato de prata apresenta boa capacidade de inibigdo para ambas as bactérias
testadas.
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Figura 6: TSA da S.Aureus com 10mm de halo de inibi¢do de Quitosana + AgNO3. (Autoria
propria).

—

Figura 7: TSA da E.Coli com 13mm de halo de inibi¢ao de Quitosana + AgNOs. (Autoria
propria).
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Conclusoes

inser¢do 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, nao 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
concentragdo da solugdo do metal ou alguma contaminagdo involuntdria diante do teste. O
respectivo trabalho propde um indicativo para que novas andlises e experimentos sejam
realizados. Acredita-se que com a continuidade do projeto resultados mais promissores possam
ser obtidos.
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